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AI Terapevtske aplikacije sintezne biologije prinašajo rešitve v zdravljenju 
najrazličnejših bolezni z inovativnimi pristopi. Končni produkt slednjih so tako 
imenovana živa zdravila, ki so se v odvisnosti od zunanjega signala sposobna 
odzvati s sintezo efektorske molekule oziroma zdravilne učinkovine. Živa zdravila 
so kompleksni biološki sistemi, ki morajo biti natančno kontrolirani. Za kontrolo se 
uporabljajo sintezno-biološka orodja, ki v večini primerov temeljijo na regulaciji 
prepisovanja genov. Slabost slednje predstavlja počasen odziv na vhodni signal kar 
v določenih terapevtskih aplikacijah predstavlja problem. V magistrski nalogi smo 
pripravili in testirali inovativen sistem za hitro izločanje proteinov iz celic, 
kontroliran na post-translacijskem nivoju preko proteolize. S posnemanjem 
mehanizma za zadrževanje proteinov v lumnu oziroma na membrani 
endoplazmatskega retikuluma, smo z dodatkom zadrževalnega zaporedja na 
poročevalski protein preprečili izločanje slednjega iz celic kar smo eksperimentalno 
pokazali s konfokalno mikroskopijo in prenosom Western. Razcepljeno proteazo 
TEVp, gensko povezano na kemijsko inducibilne dimerizacijske domene smo 
kontrolirali z dodatkom majhne molekule in uporabili za inducibilno cepitev 
zadrževalnega zaporedja. Rekonstituirana proteaza TEVp je odcepila zadrževalno 
zaporedje iz poročevalskega proteina v lumnu ali na membrani endoplazmatskega 
retikuluma in omogočila izločanje poročevalskega proteina SEAP katerega 
aktivnost smo izmerili v gojišču celic. S pripravljenimi sistemi kontroliranimi na 
post-translacijskem nivoju smo dosegli hitrejše izločanje poročevalskega proteina iz 
celic kot v primeru regulacije transkripcije. Za najhitrejšega se je izkazal sistem z 
zadrževanjem poročevalskega proteina v lumnu endoplazmatskega retikuluma in 
rekonstitucijo erTEVp, katere aktivnost v razcepljeni obliki smo kot prvi pokazali 
prav na primeru inducibilnega izločanja proteinov.  
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LA sl 
AL sl/en 
AB Therapeutic applications of synthetic biology are providing new treatments for 
various diseases using innovative principles. These are termed living drugs that can 
sense a specific input signal and respond to it with synthesis of an effector molecule 
or drug. Living drugs are complex biological systems that must be tightly 
controlled. Control over biological systems is achieved with synthetic biology tools 
that are mostly focused on regulation of gene expression. The most important 
drawback of this type of regulation is a delay in signal transduction from input to 
output which is very important in some applications where fast response is 
required. In thesis we decided to prepare and test a new and innovative system for 
rapid protein release from post-translationaly controlled cells with proteolysis. 
Through mimicking natural mechanisms for protein retention in the lumen or at 
membrane of the endoplasmic reticulum (ER) we delayed protein release by fusion 
with the ER retention sequence. This was demonstrated by confocal microscopy 
and Western transfer. Split protease TEVp geneticaly fused to chemically induced 
dimerization domains was controlled by the addition of a small molecule and used 
for cleavage off of the ER retention sequence. After reconstitution of the split 
TEVp protease, retention sequence was cleaved off the protein that resided in the 
lumen or at the ER membrane causing release of the reporter protein SEAP from 
cells. SEAP activity was experimentaly determined in cells medium. With all 
designed systems controlled at the post-translational level, faster release of the 
protein was achived in comparison to transcriptionally controlled cells. The fastest 
protein release was achived in the system comprising protein retention in the lumen 
of the ER and reconstitution of split protease erTEVp whose activity in split form 
was showed for the first time in the system for the rapid protein release. 
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A absorbanca pri določeni valovni dolžini 
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Z napredkom metod za enostavno manipuliranje biološke kode so znanstveniki razvili 
mehanizme natančne kontrole bioloških sistemov. Natančno kontrolirani biološki sistemi 
prinašajo nove možnosti na področju zdravljenja s celično terapijo in predstavljajo tako 
imenovana živa zdravila. Kljub uspešnim primerom priprave terapevtskih celic pa imajo 
slednje pomanjkljivost pri terapijah kjer je potreben hiter odziv. Uravnavan in hiter odziv 
celic je pomemben zlasti v primeru izločanja hormonov kot je inzulin, kjer je potreben 
odziv v nekaj minutah. 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Eden od pomembnih izzivov sintezne biologije je doseči hiter odziv celic na različne 
dražljaje. Večina doslej opisanih sistemov  temelji na regulaciji prepisovanja genov, kar je 
počasen proces, saj se mora efektorski protein najprej prepisati iz DNA v mRNA in 
prevesti v funkcionalen protein. Pa vendar se je celica sposobna odzvati hitro z uporabo 
signalnih poti, ki temeljijo na post-translacijkih modifikacijah.  Primer hitre signalne poti, 
ki temelji na post-translacijskih modifikacijah je proteoliza. Za pripravo sistema, ki bo 
omogočal hiter odziv celice na zunanje dražljaje je pomembno, da le-ta ni odvisen od 
sinteze tarčnega proteina, temveč le od njegove modifikacije oziroma izločanja predhodno 
sintetiziranega proteina. V ta namen je za izvedbo post-translacijskih modifikacij potreben 
inducibilen pretvorni element, ki je v celici ves čas prisoten vendar v neaktivnem stanju. 
Ob prisotnosti izbranega vhodnega signala ta element pretvori slednjega v za celico 
razumljiv biokemijski signal. Slednji je lahko post-translacijska modifikacija predhodno 
sintetiziranih ter v celici shranjenih proteinov. Modifikacija efektorskega proteina lahko 
omogoči, da se ta izloči iz celice in ustrezno deluje v organizmu. Do sedaj pripravljeni 
umetni sistemi za izločanje so temeljili na inducibilni razgradnji agregatov v oziroma na 
endoplazmatskem retikulumu (ER), posredovani z dodatkom majhne molekule ali 
svetlobe.  Zato obstaja želja po pripravi sistema katerega inducibilnost bi bila odvisna od 
specifičnega stanja v celici oziroma posredovana z biokemijskim signalom, pri čemer 
želimo, da so vse sestavine sistema, razen vhodnega signala, gensko kodirane, kar 
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1.2 CILJ MAGISTRSKEGA DELA 
 
Cilj magistrskega dela je bil pripraviti inducibilen sistem za hitro izločanje proteinov iz 
sesalskih celic, ki bo reguliran na ravni post-translacijskih modifikacij kar pomeni, da bi 
bile vse komponente sistema v celici sintetizirane vendar v ne-aktivnem stanju. Dodatek 
zadrževalnega zaporedja na tarčnem proteinu bi omogočil njegovo zadrževanje v oziroma 
na ER. Po inducibilni rekonstituciji razcepljene proteaze TEVp preko dimerizacijskih 
domen FKBP/FRB ali ABI/PYL bi ta postala aktivna in bi proteolitično odcepila 
zadrževalno zaporedje kar bi omogočilo hitro izločanje tarčnega proteina.  
 




- da bo dodano zadrževalno aminokislinsko zaporedje KDEL v primeru topnih in 
zaporedje KKXX v primeru transmembranskih heterolognih proteinov namenjenih 
v sekretorno pot omogočilo njihovo zadrževanje v oziroma na membrani ER 
 
- da bo po inducibilni rekonstituciji razcepljene proteaze TEVp preko 
dimerizacijskih domen FKBP/FRB ali ABI/PYL ta postala aktivna in proteolitično 
odcepila zadrževalno zaporedje v oziroma na ER, kar bo omogočilo izločanje 
poročevalskega proteina 
 
- da bo biološki sistem kontroliran na nivoju post-translacijskih modifikacij  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 SINTEZNA BIOLOGIJA 
 
Sintezna biologija je veda, ki združuje biotehnologijo in molekularno biologijo ter se 
prepleta s pristopi inženirstva. Zaradi svoje potencialne uporabnosti na mnogih področjih 
vsakdanjega življenja velja za eno najbolj obetavnih ved 21. stoletja. Osnovna ideja 
sintezne biologije je zelo enostavna – uporabiti funkcionalnost osnovnih bioloških 
gradnikov in procesov, ki delujejo na predvidljiv način in se lahko sestavljajo na 
modularen način v višje, bolj kompleksne sisteme, ki opravljajo nove funkcije. Tako kot je 
v računalništvu mogoče načrtno izvajati procese z uporabo programov lahko to analogijo 
prenesemo na biološke sisteme. Živi organizmi oziroma njihovi sestavni deli, od molekul 
do organelov, v sintezni biologiji predstavljajo to kar v računalništvu predstavlja strojna 
oprema (angl. hardware), ki za delovanje potrebuje navodila v obliki programa. Program 
oziroma angl. ''software'' (Venter, 2013) za delovanje bioloških sistemov je zapisan v 
obliki DNA in predstavlja set navodil za opravljanje funkcij organizma.  
 
Dosedanja spoznanja iz ved o življenju ter razvoj orodij za urejanje genoma, kot so 
načrtovane DNA-vezalne domene TAL efektorji  (Bogdanove in Voytas, 2011) in sistem 
CRISPR/Cas9 (Doudna in Charpentier, 2014; Cong in sod., 2013; Ran in sod., 2013) za 
spreminjanje genomov omogočajo racionalen in precizen način spreminjanja bioloških 
sistemov. To nam daje nepredstavljivo moč nad dizajniranjem bioloških sistemov po 
lastnih željah ter vnašanja povsem novih, umetnih funkcij v organizme (König in sod., 
2013). Slednje se že kažejo pri opravljanju še do nedavnega neizvedljivih nalog kot je bio-
produkcija kemikalij z visoko dodano vrednostjo, razvoj novih sintezno-bioloških orodij v 
raziskovalne namene ter terapevtskih aplikacij v biomedicini. Pred kratkim predstavljen 
način oz. naprava s katero lahko informacijo v digitalni obliki prenesemo direktno v 
biološko obliko (Boles in sod., 2017) vodi v smer kjer bodo edina omejitev pri aplikacijah 
naše ideje.  
 
Začetke sintezne biologije je zaznamoval razvoj preprostih bioloških naprav oziroma 
modulov in sintetičnih regulatornih mrež v prokariontskih celicah, ki vključujejo 
preklopno stikalo (Collins in sod., 2000), oscilatorje (Stricker in sod., 2008; Elowitz in 
Leibler, 2000; Fung in sod., 2005), časomer (Ellis in sod., 2009), števec (Friedland in sod., 
2009), detektor vzorcev (Tabor in sod., 2009) in znotrajcelične komunikacijske sisteme 
(You in sod., 2004; Bulter in sod., 2004). Izdelava teh preprostih bioloških naprav je 
odprla možnosti pri vpeljavi aplikacij sintezne biologije v različne terapevtske namene 
med katere sodijo razvoj bakteriofagov, ki ugasnejo bakterijski SOS popravljalni 
mehanizem DNA (Lu in Collins, 2009), razvoj bakterijskih in virusnih terapij proti 
rakastim celicam (Kirn in Thorne, 2009; Breitbach in sod., 2011; Forbes, 2010; Royo in 
sod., 2007), razvoj bakterije Escherichia coli za preprečevanje okužb s kolero (Duan in 
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March, 2010) in razvoj kvasnih celic za produkcijo artemisininske kisline (Ro in sod., 
2006), ki se uporablja kot prekurzor pri sintezi antimalarika artemisinina. Z uporabo 
sintezne biologije je bilo možno rešiti tudi bolj kompleksne probleme. Znanstvenikom je 
uspelo prenesti celoten bakterijski genom (Lartigue in sod., 2007) in s tem spremeniti 
bakterijsko vrsto ter na novo ustvariti povsem sintetičen, funkcionalen genom (Gibson in 
sod., 2010). Izdelava minimalnih in sintetičnih genomov z natančno določenimi funkcijami 
je ena izmed vročih tematik in obetov sintezne biologije (Hutchison in sod., 2016; 
Richardson in sod., 2017).  
 
2.1.1 Sintezna biologija v terapevtskih aplikacijah 
 
Kljub temu, da je priprava sintetičnih terapevtskih naprav na osnovi prokariontskih 
sistemov relativno preprosta, ima uporaba teh sistemov v humanih terapevtskih aplikacijah 
precej omejitev. Človeško telo zazna vnos bakterij in sproži imunski odziv, zato se je začel 
razvoj mnogih sintetičnih terapevtskih bioloških naprav, ki temeljijo na sesalskih celicah. 
Začetke terapevtskih aplikacij sintezne biologije v sesalskih celicah je zaznamoval razvoj 
enostavnih sintetičnih bioloških naprav, ki delujejo po principu senzor-efektor. Senzor 
zaznava prisotnost različnih signalov in se ob prisotnosti/odsotnosti signala odzove s tem, 
da vpliva na sintezo efektorske molekule. Razvili so naprave, inducibilne z majhnimi 
molekulami kot sta jabolčni metabolit floretin (Gitzinger in sod., 2009) in prehransko 
dopolnilo vanilinska kislina (Gitzinger in sod., 2012), kot tudi naprave, ki se odzovejo na 
svetlobo (Ye in sod., 2011) ali radijske valove (Stanley in sod., 2012). Enostavnim 
napravam, ki so kontrolirane z dodanimi eksogenimi signali, je sledil razvoj 
kompleksnejših sintetičnih bioloških naprav za terapevtske namene. 
 
Velik terapevtski potencial imajo biološke naprave, sposobne zaznave različnih signalov, 
ki nastanejo kot posledica fizioloških sprememb v pacientu. Na podlagi signala, naprava 
procesira biološko informacijo in se temu primerno odzove s sintezo efektorske molekule, 
npr. terapevtskega proteina. Primer takšne biološke naprave je protivnetna celična naprava 
za zaznavanje vnetja, ki so jo pripravili Smole in sod. (2017). Temelj te naprave so bile 
enkapsulirane sesalske celice sposobne zaznave dejavnikov vnetja. Naprava se ob 
povišanem nivoju vnetnih dejavnikov odzove s sintezo protivnetnih proteinov, ki zavrejo 
imunski odziv. Takšne naprave v večini primerov delujejo na nivoju regulacije 
transkripcije kjer se senzor ob zaznavi  signala aktivira in posredno ali neposredno vpliva 
na transkripcijo. Uporabnost je tako omejena na aplikacije kjer ni potrebe po hitrem 
celičnem odzivu.  
 
Eden najodmevnejših primerov uporabe sintezne biologije v terapevtske namene je 
imunoterapija raka z uporabo CAR  (angl. »chimeric antigen receptor«) T-celic (Maude in 
sod., 2014). CAR so rekombinantni receptorji sposobni prepoznave specifičnih antigenov 
in aktivacije celic T. Najnovejši, CAR tretje generacije, so sestavljeni iz zunajcelične 
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antigen prepoznavne domene, ki je najpogosteje scFv (angl. »single-chain variable 
fragment«) in znotrajceličnega dela, ki je sestavljen iz aktivacijske domene CD3in dveh 
ko-stimulatornih domen npr. CD28, 4-1BB ali OX40 (Zhong in sod., 2010; Carpenito in 
sod., 2009).  
 
 
Slika 1: S pol-prepustno membrano enkapsulirane terapevtske celice. Pol-prepustna membrana omogoča 
izmenjavo majhnih molekul, ki služijo kot vhodni signal. Celice signal procesirajo in se nanj odzovejo s 
sintezo efektorskega proteina, ki lahko prav tako preide pol-prepustno membrano. Prirejeno po Lienert in 
sod. (2014). 
 
2.2 KONTROLA BIOLOŠKIH SISTEMOV 
 
Biološki sistemi, ki se uporabljajo v terapevtske namene, morajo biti natančno in 
zanesljivo kontrolirani tako, da se odzovejo le ob prisotnosti specifičnega signala, ki ne 
sme interferirati z endogenimi signalnimi potmi v celicah na nepredvidljiv način. Tak 
način nadzora nad biološkim sistemom omogoča izvajanje bioloških operacij na 
predvidljiv način, kar omogoča varen začetek in, zelo pomembno zaključek odziva kadar 
za to v sistemu ni več potrebe.  
 
Izbira vhodnega signala je eden izmed prvih korakov pri pripravi biološkega vezja za 
kontrolo biološkega sistema. Biološka vezja, kontrolirana s prisotnostjo ali odsotnostjo 
nekaterih konstitutivno aktivnih elementov, npr. z izražanjem izbranih transkripcijskih 
dejavnikov (Lohmueller in sod., 2012; Gaber in sod., 2014), se uporabljajo za testiranja 
delovanja sistema. V večini primerov si želimo biološka vezja, ki niso aktivna ves čas, 
ampak se jih da kontrolirati z različnimi vhodnimi signali. Na ta način lahko pripravimo 
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določeno fiziološko stanje v celici. Takšna vezja se lahko npr. odzivajo na prisotnost 
endogenih proteinov (Culler in sod., 2010), metabolitov (Rössger in sod., 2013), citokinov 
(Smole in sod., 2017) ali živčnih prenašalcev (Rössger in sod., 2013). Vhodni signali 
predstavljajo začetno stopnjo v kontroli bioloških sistemov. Lastnosti in delovanje 
bioloških vezij so odvisne tako od vrste vhodnega signala, še bolj pa so odvisne od vrste 
bioloških molekul, ki sprejmejo, procesirajo in posredujejo vhodni signal. V bioloških 
vezjih lahko signal deluje na transkripcijski, translacijski ali post-translacijski nivo, lahko 
pa deluje tudi na transmembranski potencial, kar določa hitrost odziva. 
 
2.2.1 Kontrola na nivoju transkripcije 
 
Proces transkripcije je prvi korak pri prenosu informacije od gena do proteina. Poglavitno 
vlogo ima encimski kompleks RNA polimeraza, ki omogoči prepis določenih kodirajočih 
zaporedij genoma iz DNA v mRNA. Uravnavanje transkripcije temelji na regulaciji vezave 
elementov na specifično zaporedje v genomu, ki neposredno ali posredno vplivajo na 
vezavo RNA polimeraze na  promotorsko regijo pred genom. V primeru, da regulatorni 
elementi pospešijo vezavo RNA polimeraze in s tem sprožijo transkripcijo, govorimo o 
aktivatorjih medtem, ko v primeru preprečitve vezave RNA polimeraze na promotorsko 
regijo oz. preprečitvi prepisovanja govorimo o represorjih. S kombinacijo vezavnih domen 
in aktivacijskih ali represijskih domen je mogoče pripraviti umetne transkripcijske faktorje. 
Za pripravo represorjev se največkrat uporablja represorska domena KRAB (angl. 
»Krüppel associated box«), ki deluje na preurejanje kromatina. V primeru aktivacije pa so 
najbolj pogosto uporabljene aktivacijske domene VP16 z različico iz štirih ponovitev 
imenovana VP64 (Beerli in sod., 1998), ki izvira iz proteina herpes virusa VP16 (Shen in 
sod., 1996) ter izboljšana tripartitna aktivacijska domena VPR (Chavez in sod., 2015). 
 
Do sedaj je bilo največ sintetičnih genskih omrežij narejenih prav na podlagi regulacije 
transkripcije. Množično uporabo ter razvoj so omogočili številni transkripcijski faktorji iz 
bakterij, prirejeni za delovanje v sesalskih celicah med katerimi je eden bolj znanih sistem 
tet (Gossen in Bujardt, 1992; Gossen in sod., 1995). Slabost teh je, da omogočajo 
prepoznavo le specifičnih DNA zaporedij. Odkritje cinkovih prstov, proteinov TALE in 
sistema CRISPR/Cas9 je omogočilo razvoj po meri narejenih tarčnih DNA vezavnih 
domen. Prednost teh je, da imajo načrtovane tarčne DNA domene podobne lastnosti in se 
jih lahko pripravi tako, da prepoznajo skoraj katerokoli DNA zaporedje in se s tem vežejo 
na skoraj katerokoli endogeno zaporedje v genomu. Na tak način so bili pripravljeni 
inducibilni sistemi na osnovi cinkovih prstov (Beerli in sod., 2000), TAL efektorjev 
(Konermann in sod., 2013) in CRISPR/Cas9 sistema (Nuñez in sod., 2016) katerih 
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2.2.2 Kontrola na nivoju translacije 
 
Proces translacije je drugi korak pri prenosu informacije iz gena v protein pri katerem pride 
do prevajanja informacije iz mRNA v protein. Za regulacijo izražanja genov na nivoju 
translacije je bilo razvitih več mehanizmov delovanja na mRNA, ki se odzivajo na različne 
vhodne signale kot so majhne molekule, metaboliti in proteini (Liang in sod., 2011). Med 
sisteme za regulacijo translacije prištevamo aptamere, ribocime, RNA vezavne proteine  
(angl. »RNA binding protein; RBP«) ter interferenčno RNA. 
 
2.2.3 Kontrola na post-translacijskem nivoju 
 
Zaradi zahtevnosti in kompleksnosti je bilo do sedaj najmanj mehanizmov regulacije 
pokazanih na post-translacijskem nivoju. Uravnavanje bioloških sistemov na tem nivoju 
ima eno poglavitno prednost, hitrost. Biološki sistem, reguliran na nivoju transkripcije ali 
translacije, ima zamudo pri prenosu informacije od vhodnega signala do biološkega 
delovanja, ki je največkrat v obliki proteinov. Pri določenih terapevtskih aplikacijah, kot je 
izločanje inzulina, je hitrost procesiranja signala ključna. V takšnih primerih je potreben 
odziv v časovnem razredu do nekaj minut. Primeri signalnih poti, ki so regulirane na post-
translacijskem nivoju in omogočajo hitro procesiranje signala so fosforilacija in proteoliza 
ter v sintezni biologiji doslej uporabljena razgradnja proteinov aktivirana z degroni 
(Nishimura in sod., 2009). 
 
V celicah so hitri procesi večinoma regulirani s procesoma fosforilacije in defosforilacije, 
posredovane z encimi kinazami in fosfatazami. Procesi fosforilacije in defosforilacije so 
hitri ter reverzibilni kar ima v celici izjemen pomen. Zaradi nejasno definiranih 
prepoznavnih mest kinaz in fosfataz je priprava sintetičnih bioloških vezij kontroliranih s 
fosforilacijo zelo zahtevna in ta ostaja še dokaj neizkoriščeno, vendar zelo zanimivo 
področje. Želja sinteznih biologov je priprava več ortogonalnih kinaz in fosfataz s 
specifičnim prepoznavnim mestom katerih aktivnost bi bilo mogoče natančno regulirati. 
Camacho-soto in sod. (2014) je s fuzijo posameznih delov razcepljenih encimov na 
kemijsko inducibilne dimerizacijske domene uspelo pripraviti razcepljene tirozin kinaze 
(Camacho-Soto in sod., 2014) in tirozin fosfataze (Camacho-Soto in sod., 2014). Aktivnost 
teh encimov je bila odvisna od rekonstitucije, posredovane s kemijsko inducirano 
dimerizacijo. Wend in sod. (2014) so spojili RAF kinazo z dimerizacijsko domeno CRY2 
in pripravili svetlobno inducibilen sistem za regulacijo signalnih poti.  
 
Proteoliza je drug primer post-translacijskh modifikacij in je podobno kot fosforilacija zelo 
hitra, vendar ireverzibilna. Večina proteaz ima zelo širok spekter cepitvenih mest, kot je 
npr. tripsin in so zato manj uporabne za regulacijo. Nekaj proteaz pa ima bolj specifično 
prepoznavno mesto zato je priprava sistemov, ki so regulirani s proteolizo, bolj enostavna 
v primerjavi s fosforilacijo. Set ortogonalnih proteaz z dobro definiranimi in redko 
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prisotnimi prepoznavnimi mesti bi omogočil natančno kontrolo, s čemer bi pomembno 
razširili nabor sintezno-bioloških orodij. Vendar pa je do danes znanstvenikom uspelo 
pokazati le en primer uspešno razcepljene proteaze. Proteazo TEV so razcepili na dva dela 
ter pokazali aktivnost po rekonstituciji razcepljenih domen s kemijsko inducirano 
dimerizacijo (Wehr in sod., 2006). 
 
2.2.4 Uravnavanje izločanja sintetiziranih proteinov 
 
Regulacija izločanja tarčnega proteina je eden izmed primerov post-translacijske kontrole 
celice. S spojitvijo agregacijskih domen na tarčni protein, lociran v ER, se tvorijo 
proteinski agregati, ki so preveliki da zapustijo ER. Izločanje je mogoče inducirati z 
dodatkom majhne molekule, ki se veže na agregacijsko domeno in povzroči razpad 
agregatov ter prehod tarčnih proteinov v sekrecijsko pot (Rivera in sod., 2000).  
 
 
Slika 2: Prikaz različnih načinov kontrole bioloških sistemov. A) Kontrola na ravni genoma. B) Kontrola na 
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2.3 PROTEAZA TEVp 
 
Proteaza TEVp je cisteinska proteaza, ki se imenuje tudi jedrni inkluzijski protein A  (NIa). 
Izvira iz virusa jedkanja tobaka kjer je njena vloga proteolitična cepitev poliproteina 
prevedenega iz RNA oblike genoma na manjše funkcionalne enote (Carrington in 
Dougherty, 1987). TEVp se pogosto uporablja kot biotehnološko in sintezno-biološko 
orodje predvsem zaradi visoke specifičnosti prepoznavnega mesta, saj prepoznava 
heptapeptidno zaporedje (Carrington in Dougherty, 1988) in s tem redke cepitve ne-tarčnih 
proteinov (Waugh, 2011). Čeprav izvira iz rastlinskega virusa je aktivna tudi v bakterijskih 
(Kapust in Waugh, 2000) in sesalskih (Wehr in sod., 2006) celicah. Zaradi ne-občutljivosti 
na temperaturo in pH ter aktivnosti v in vitro pogojih se pogosto uporablja za 
odstranjevanje afinitetnih označevalcev iz rekombinantnih proteinov (Sun in sod., 2012). 
Eden izmed najpomembnejših in zelo uporabnih dosežkov je bila priprava razcepljene 
proteaze TEVp. Wehr in sod. (2006) so razcepili proteazo TEVp na N-terminalni (ak 1-
118) in C-terminalni konec (ak 119-242) ter v sesalskih celicah pokazali, da je aktivnost 
takšne oblike proteaze TEVp odvisna od rekonstitucije razcepljenih domen. Poleg divjega 
tipa so poznane tudi različne mutante proteaze TEVp s spremenjeno specifičnostjo 
prepoznavnega zaporedja (Yi in sod., 2013), izboljšano topnostjo (van den Berg in sod.,  
2006) in stabilnostjo (Kapust in sod., 2001). Cesaratto in sod. (2015) so pripravili protezao 
TEVp aktivno v sekretorni poti sesalskih celic. Proteini so v endoplazmatskem retikulumu 
izpostavljeni dvema post-translacijskima modifikacijama, oksidaciji cisteinskih ostankov 
ter N-glikozilaciji, ki lahko povzročita inaktivacijo encima. Ko so ugotovili, da divji tip 
proteaze TEV ni aktiven v sekretorni poti so identificirali izpostavljen cisteinski ostanek in 
dve potencialni glikozilacijski mesti. Cistein na mestu 130, ki lahko prispeva k tvorbi 
dimerov proteaze TEVp so mutirali v serin. Za preprečitev glikozilacije pa so asparagin na 
mestu 23 ter treonin na mestu 171 mutirali v glutamin in glicin. S temi mutacijami so 
pripravili proteazo TEVp, ki je aktivna tudi v ER. Kljub podobnosti v aminokislinskem 
zaporedju divjega tipa proteaze TEVp in mutirane proteaze TEVp aktivne v ER, pa slednja 
še ni bila razcepljena in pripravljena v inducibilni obliki. 
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Slika 3: Proteaza TEVp. A) 3D struktura proteaze TEV s substratom (črno) in označenimi aminokislinami, ki 
tvorijo katalitično triado (rdeče). B) Prepoznavno cepitveno mesto proteaze TEV, siva črta nakazuje mesto 
cepitve (prirejeno po Phan in sod., 2002). 
 
2.4 KEMIJSKO INDUCIRANA DIMERIZACIJA 
 
V bioloških sistemih eno ključnih vlog predstavljajo interakcije med proteini, ki delujejo v 
različnem časovnem razponu in velikostnem redu. Interakcije segajo od majhnih ter hitrih, 
na nivoju celičnih proteinov, do makroskopskih ter stabilnih interakcij vpletenih v mišicah 
in koži (Fegan in sod., 2010). Kemijsko inducirana dimerizacija (angl. »chemically 
induced dimerization; CID«),  predstavlja kontrolirano obliko dimerizacije proteinov ob 
dodatku majhne molekule, ki ima vlogo liganda in deluje kot povezovalec proteinskih 
domen. Proteinske domene, ki imajo afiniteto do liganda ob njegovem dodatku pridejo v 
posreden stik. V odvisnosti od strukture liganda in dimerizacijskih domen lahko CID 
poteče v obliki homodimerizacije, kjer se na molekulo liganda vežeta dve enaki proteinski 
domeni ali v obliki heterodimerizacije, kjer pride do vezave dveh različnih proteinskih 
domen.  Kemijsko inducirana dimerizacija se uporablja pri uravnavanju signalnih poti v 
celicah, usmerjeni lokalizaciji proteinov, kontroli transkripcije, sestavljanju proteinov v 
večje komplekse ter rekonstituciji razcepljenih proteinov (Fegan in sod., 2010; Voß in sod., 
2015). Velik nabor in poznavanje sistemov, ki delujejo po principu CID predstavlja zelo 
uporabno orodje v sintezni biologiji za nadzor bioloških sistemov.  
 
E N L Y F Q S
A) B) 
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Slika 4: Shematski prikaz kemijsko inducirane dimerizacije. A) Homodimerizacija, kjer pride do zbližanja 
dveh enakih dimerizacijskih domen. B) Heterodimerizacija, kjer pride do zbližanja dveh različnih 
dimerizacijskih domen.  
 
2.4.1 Z rapamicinom inducirana kemijska dimerizacija 
 
Eden najpogosteje uporabljenih kemijsko induciranih sistemov temelji na dimerizacijskem 
ligandu rapamicinu, ki so ga izolirali iz bakterije Streptomyces hygroscopicus (Vézina in 
sod., 1975). Zaradi sposobnosti vezave rapamicina na mTOR (angl. »mechanistic target of 
rapamycin«) in s tem imunosupresivnega delovanja se rapamicin pogosto uporablja v 
namene preprečevanja zavrnitve organov pri transplantacijah (Saunders in sod., 2001). 
Sistem za kemijsko inducibilno dimerizacijo z rapamicinom je sestavljen iz 12 kDa 
velikega FK506 vezavnega proteina (FKBP), ki ima visoko afiniteto vezave na rapamicin 
in 100 ak velike domene mTOR (E2015 do Q2114), ki se imenuje FRB (angl. FKBP 
rapamycin binding protein). Do dimerizacije domen pride tako, da se FKBP najprej veže 
na rapamicin in skupaj z njim tvori kompleks rapamicin+FKBP. Slednjemu se nato poveča 
afiniteta za vezavo na FRB (Banaszynski in sod., 2005).  
 
 
Slika 5: Kemijsko inducirana dimerizacija z rapamicinom. A) Struktura molekule rapamicina. B) Shematski 
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2.4.2 Z abscizinsko kislino inducirana kemijska dimerizacija 
 
Abscizinska kislina (ABA) ima pomembno vlogo v fizioloških procesih rastlin med katere 
spada prilagoditveni odziv na stres ter mnogi razvojni procesi. ABA je bila odkrita v 
šestdesetih letih prejšnjega stoletja s strani več raziskovalnih skupin s ciljem izolacije 
endogenih regulatorjev rasti (Cutler in sod., 2010). Eden izmed mehanizmov delovanja 
ABA je inhibicija proteinskih fosfataz 2C  (PP2Cs) iz skupine A. Inhibicija poteka tako, da 
se ABA najprej veže na receptor PYL1 na katerem se izpostavi inhibitoren čep. Poleg tega 
se kompleksu PYL1+ABA poveča afiniteta do ABI1  (fosfataza iz skupine PP2C) čemur 
sledi vezava na ABI1 in inhibicija aktivnega mesta preko inhibitornega čepa. Znana je 
kristalna struktura kompleksa PYL-ABA-ABI1 (Miyazono in sod., 2009)  na podlagi 
katere so Liang in sod. (2011) določili proteinski domeni v PYL1 (ak 33 – 209) imenovana 
PYLCS in ABI1 (ak 126 – 423) imenovana ABICS, ki sta potrebni za uspešno z ABA 
posredovano dimerizacijo. S spojitvijo DNA vezavne domene Gal4DBD na ABICS in 
aktivacijske domene VP16AD na PYLCS, so na regulaciji transkripcije pokazali primer 
uporabe od ABA odvisnega sistema za kemijsko dimerizacijo. ABA je ne-toksična, in ker 
ni prisotna v sesalskih signalnih poteh ni bojazni, da bi prišlo do navzkrižnih reakcij z 
endogenimi signalnimi potmi (Liang in sod., 2011). Zato ima sistem za dimerizacijo z 
ABA velik potencial kot orodje za kontrolo sesalskih celic pri uporabi v celični terapiji.  
 
Slika 6: Shematski prikaz vezave PYL1 na ABI1, posredovane z ABA.  ABA se najprej veže na PYL1, nato 
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2.5 SEKRECIJSKA POT IN SORTIRANJE PROTEINOV V SESALSKIH CELICAH 
 
Optimalno delovanje celice je v veliki meri odvisno od pravilne funkcije in lokalizacije 
različnih proteinov, ki opravljajo specifične naloge zato je mnogo proteinov integriranih v 
celičnih razdelkih oziroma organelih. 
 
Topni in transmembranski proteini, katerih končna lokacija je v notranjosti ali na 
membrani ER, GA  in lizosomov so primarno transportirani v lumen ER. Prav tako je tudi 
večina proteinov namenjenih za izločanje iz celice najprej transportiranih v lumen ER. 
 
 
Slika 7: Sekretorna pot v sesalskih celicah. Proteini, ki so namenjeni za izločanje ali opravljajo funkcijo v 
enem izmed razdelkov sekretorne poti najprej vstopijo v ER. Vezikli COP II prenašajo proteine iz ER v GA, 
medtem, ko vezikli COP I vračajo nepravilno locirane proteine iz GA v ER. Iz trans-GA se odcepljajo vezikli 
s proteini, ki so namenjeni za izločanje. Izločanje lahko poteka konstitutivno ali pa je regulirano. Prirejeno po 
Lodish in sod. (2016). 
 
2.5.1 Proteini v sekrecijski poti 
 
Translacija iz mRNA v protein se prične na prostih, v citosolu prisotnih ribosomih. 
Proteini, namenjeni v sekretorno pot imajo ER signalno zaporedje po navadi na N-
terminalnem delu proteina in obsega 16–30 ak (Blobel in Dobberstein, 1975). Signalnim 
zaporedjem različnih proteinov je skupno, da vsebujejo segment iz 6-12 hidrofobnih ak, 
imenovan tudi hidrofobno jedro (angl. »hydrophobic core«), ki je ključno za 
funkcionalnost signalnega zaporedja. Po sintezi okoli 70 ak (vključno s signalnim 
zaporedjem) na prostem ribosomu, signalno zaporedje prepozna ribonukleoprotein SRP 
(angl. »signal recognition particle«) (Egea in sod., 2005). SRP je citosolni 
ribonukleoprotein, sestavljen iz šestih proteinov vezanih na 300 nt veliko molekulo RNA, 
ki ima vlogo ogrodja na katerega so vezani proteini. SRP ob vezavi na signalno zaporedje 
nastajajočega proteina tvori kompleks z veliko ribosomalno podenoto (60S). Nastali 
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prenese na ER. Interakcija med njima se še poveča, ko se nanju veže po ena molekula 
GTP. Nato sledi hidroliza obeh molekul GTP kar prispeva k disociaciji proteina SRP in 
SRP receptorja. Ribosom z nastajajočo polipeptidno verigo pa se veže na kompleks 
proteinov imenovanih translokon. Translokon se po vezavi odpre in tvori poro skozi 
membrano ER preko katere nastajajoča polipeptidna veriga vstopi v lumen ER (Osborne in 
sod., 2005). Ker gre za simultan proces translacije in translokacije, se ta imenuje ko-
translacijska translokacija. Signalno zaporedje ostane vezano na odprti kanal medtem, ko 
se preostali del polipeptida prenese v lumen ER. Na C-terminalnem delu signalnega 
zaporedja je prisotno specifično zaporedje ak, katerega prepozna in cepi transmembranski 
protein signalna peptidaza. Po cepitvi se signalno zaporedje razgradi, preostali del proteina 




Slika 8: Sinteza proteinov, ki so namenjeni v sekretorno pot. Proteini se začnejo sintetizirat na prostih 
ribosomih. Tisti, ki so namenjeni v ER imajo na N-terminalnem delu signalno zaporedje, ki ga prepozna 
protein SRP. Slednji privede ribosom na SRP receptor lociran na membrani ER. Po hidrolizi GTP se 
sintetizirajoča polipeptidna veriga z ribosomom veže na translokon. Sledi odprtje translokona in vstop 
polipeptidne verige v ER. Signalna peptidaza odcepi signalno zaporedje, preostanek proteina pa se sintetizira 
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2.5.2 Transmembranski proteini v sekrecijski poti 
 
Transmembranski proteini, ki so locirani v membrani ER, GA, lizosomov ter celični 
membrani, se pričnejo sintetizirati na zrnatem ER. Ti proteini ostanejo vključeni v 
membrano vse od sinteze do končne lokacije. V celici obstajajo različne orientacije 
membranskih proteinov, ki se skozi sekretorno pot ohranjajo, tj. isti del proteina je vedno v 
citosolu medtem, ko je drug del proteina ves čas obrnjen v lumen ER. Iz tega sledi, da je 
končna orientacija proteina vzpostavljena takoj na začetku sinteze na membrani ER. 
Proteini, ki se nahajajo v membrani vsebujejo transmembransko domeno, ki tvori alfa 
vijačnico in je sestavljena iz 20-25 hidrofobnih ak. Hidrofobne ak prispevajo k energetsko 
ugodnim interakcijam znotraj fosfolipidnega dvosloja (Shao in Hegde, 2011). Večina 
transmembranskih proteinov spada v enega izmed petih topoloških razredov, ki se med 
sabo razlikujejo v orientaciji na membrani, mehanizmu vključitve v membrano ter številu 
transmembranskih domen. Poleg teh je poznan tudi tip membranskih proteinov, ki so v 
membrano vpeti preko GPI (angl. »glycosylphosphatidylinositol«) (Englund, 1993). V 
nadaljevanju je bolj podrobno opisan topološki razred transmembranskih proteinov tipa I 
(transmembranski proteini z enim prehodom verige), ker smo ta tip proteinov uporabili v 
magistrskem delu. 
 
Transmembranski proteini tipa I imajo na N-terminalnem delu signalno zaporedje. Ta 
preko proteina SRP usmeri nastajajoči protein z ribosomom na membrano ER za začetek 
procesa ko-translacijske translokacije. Poleg signalnega zaporedja vsebujejo tudi interno 
hidrofobno zaporedje iz približno 22 ak, ki predstavlja transmembransko domeno. Po 
vstopu N-terminalnega dela nastajajočega proteina se signalno zaporedje proteolitično 
odstrani s signalno peptidazo (Dalbey in von Heijne, 1992), preostali del polipeptidne 
verige pa nadaljuje pot skozi translokon v ER. Ko v translokon vstopi zaporedje ak, ki bo 
postalo transmembranska domena, se prenos polipeptidne verige v ER ustavi. Ob 
zaustavitvi se transmembranski segment lateralno premakne iz kanalčka v membrano, 
kanalček pa se zapre. Ribosom z nastajajočo polipeptidno verigo ostane vezan na zaprt 
translokon dokler se ne konča sinteza preostalega dela proteina. Po koncu sinteze 
transmembranski protein ostane integriran v membrano ER z N-terminalnim delom 
usmerjenim v lumen ER in C-terminalnim delom usmerjenim v citosol (Mothes in sod., 
1997). V ER sledi zvijanje proteinov ter post-translacijske modifikacije (Braakman in 
Bulleid, 2011), t.j. N- glikozilacija ter nastanek disulfidnih vezi. Po pravilnem zvitju in 
modifikacijah so proteini pripravljeni za transport v GA s pomočjo transportnih veziklov 
COPII, ki se odcepljajo iz membrane ER.  
 
Za tvorbo veziklov je potreben membransko vezan protein Sar1*GTP, ki povzroči 
polimerizacijo citosolnih podenot COPII na membrani in formacijo veziklov. Ko se vezikli 
COPII sprostijo iz membrane, pride do hidrolize Sar1*GTP v Sar1*GDP kar sproži  razpad 
COPII plašča okoli vezikla na podenote COPII (Sato in Nakano, 2007). Na membrani 
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vezikla se izpostavijo posebni membranski proteini v-SNARE, ki omogočajo zbližanje s 
tarčno membrano.  Tarčna membrana cis-GA  (bližje ER) podobno kot vezikli vsebuje 
transmembranske proteine t-SNARE, ki specifično interagirajo z v-SNARE proteini 
(Rothman in sod., 2000). Interakcija med v-SNARE in t-SNARE omogoči zbližanje 
membrane vezikla s tarčno membrano kar vodi v njuno zlitje (Jahn in sod., 2003). 
Transport iz ER v GA imenujemo anterogradni transport. Cisterne cis-GA, ki vsebujejo 
transportni protein s časoma dozorijo v medial-GA cisterne in nato v trans-GA  (stran od 
ER) cisterne (Glick in Nakano, 2009). Pri potovanju skozi GA se proteini v sekretorni poti 
še dodatno modificirajo. Pomembno modifikacijo predstavlja proteolitično procesiranje 
neaktivnih oblik proteinov ali proproteinov v zrelo, aktivno obliko proteina, ki jo vrši v 
trans-GA prisotna transmembranska endoproteaza furin (Henrich in sod., 2003). V končni 
točki omrežja trans-GA poteka pakiranje proteinov v različne vezikle. V katerem veziklu 
bo prisoten protein je odvisno od tega ali bo protein izločen takoj, spravljen za inducirano 
izločanje ali transportiran v lizosome. Proces zlivanja veziklov s celično membrano je 
poznan kot eksocitoza. 
 
Slika 9: Sinteza transmembranskih proteinov. Transmembranski proteini se začnejo sintetizirat enako kot 
proteini, ki so namenjeni v lumen ER. Ko se konča sinteza transmembranske domene, se prenos proteina v 
ER ustavi. Transmembranski del se lateralno premakne iz translokona v fosfolipidni dvosloj oz. membrano 
ER kateremu sledi sinteza še preostalega dela proteina. Prirejeno po Lodish in sod. (2016). 
 
2.5.3 Sortiranje proteinov 
 
V ER je prisotnih kar nekaj proteinov, ki so potrebni za zvijanje in modifikacije 
novonastalih proteinov namenjenih v sekrecijsko pot. Proteina, kot so šaperon BiP in 
encim disulfid izomeraza, morata biti prisotna in aktivna v ER (Braakman in Bulleid, 
2011). Zaradi visoke vsebnosti takšnih proteinov se zgodi, da so ti neselektivno preneseni s 
strani COPII veziklov v cis-GA. Da teh proteinov ne zmanjka v ER, je v celicah prisoten 
mehanizem za selektivno vračanje proteinov iz cis-GA nazaj v ER. Vračanje proteinov je 
posredovano s strani veziklov tipa COPI (Beck in sod., 2009), kar imenujemo retrogradni 
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delu zaporedje štirih aminokislin KDEL (Munro in Pelham, 1987), ki je potrebna in hkrati 
dovolj za vračanje v ER. Zaporedje KDEL specifično prepozna transmembranski KDEL 
receptor prisoten na cis-GA ter transportnih veziklih, ki prehajajo med ER in cis-GA. 
KDEL receptor na cis-GA veže peptid KDEL prisoten na proteinu. Temu sledi nastanek 
COPI veziklov, transport do ER in fuzija z membrano ER. Zaradi višjega pH v ER kot v 
cis-GA se protein sprosti iz KDEL receptorja. KDEL receptor in ostali transmembranski 
proteini, ki se vračajo iz membran cis-GA v membrane ER imajo na C-terminalnem delu  
(citosolni del proteina) prisotno zaporedje štirih ak z motivom KKXX (Letourneur in sod., 
1994). To zaporedje prepoznata alfa in beta podenoti kompleksa COPI in je signal za 
sortiranje proteinov (Ma in Goldberg, 2013). Prepoznavi sledi vezava in pakiranje 
proteinov v vezikle tipa COPI in transport iz cis-GA v ER. 
 
 
Slika 10: Potovanje proteinov med ER in GA. Proteini, ki so bili nepravilno transportirani v cis-GA se 
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2.6 DOSEDANJI TERAPEVTSKI SINTEZNO-BIOLOŠKI PRISTOPI 
 
Primer bolezni, ki zahteva hiter odziv in kjer celična terapija na osnovi regulacije 
transkripcije za zdravljenje ni ustrezna, je diabetes. Diabetes mellitus (BM) je skupina 
metabolnih bolezni katerim skupno je povišana vrednost sladkorja v krvi (hiperglikemija). 
Vzroki za nastanek diabetesa so različni in še danes ne povsem razjasnjeni. Zapleti, ki 
nastanejo pri diabetesu vključujejo ketoacidozo, kardiovaskularna obolenja, kap, odpoved 
ledvic, okvara vida ter tudi smrt. Vzrok za povišano vrednost sladkorja v krvi je lahko 
okvara trebušne slinavke kjer se ne proizvaja dovolj inzulina, pri drugi možnosti pa pride 
do tega, da se celice nepravilno odzovejo na prisotnost inzulina (WHO | Diabetes, 2013). 
Ker je diabetes precej razširjena bolezen za katero ni na voljo veliko različnih pristopov 
zdravljenja, se je pred kratkim začel razvoj terapij, ki temeljijo na uporabi živih celic oz. 
živih zdravil. Princip slednjih je, da se namesto molekul inzulina v telo pacienta vnesejo 
terapevtske celice oziroma biološka naprava, ki izdela inzulin ob indukciji z določenim 
vhodnim signalom. Tako so v celicah HEK293 pripravili sintetičen sistem, kjer je vhodni 
signal modra svetloba, izhodni pa efektorski protein. Celice zaznavajo svetlobo z 
membranskim receptorjem melanopsinom, ki ima vezan kromofor 11-cis retinal. 
Stimulacija z modro svetlobo (480 nm) povzroči konformacijsko spremembo melanopsina 
in aktivacijo fosfokinaze C (PKC) preko specifičnega proteina G (Gaq) in fosfolipaze C. 
Aktivirana PKC povzroči vdor Ca
2+
 preko kanalčka TRPC, lociranega na celični membrani 
in kanalčka, lociranega na membrani ER. Povišana koncentracija Ca
2+
 v citoplazmi 
aktivira kalcineverin, ki defosforilira NFAT. Slednji vstopi v jedro, se veže na specifičen 
promotor in aktivira izražanje efektorskega proteina (Ye in sod., 2011). 
 
Podoben sistem, ki prav tako temelji na aktivaciji kalcinevrina ob povišani koncentraciji 
Ca
2+
, so pripravili Stanley in sod. (2012). Namesto svetlobno odzivnega receptorja so 
uporabili temperaturno občutljiv kanalček TRPV1 na katerega so preko protiteles vezali 
nanodelce železovega oksida. Za vhodni signal so uporabili radijske valove, ki povzročijo 
lokalno povišanje temperature vezanih nanodelcev. Na ta način pride do aktivacije TRPV1 
in vdora Ca
2+
 v celico kar vodi v aktivacijo izražanja efektorskega proteina preko NFAT.  
 
Xie in sod. (2016) so izdelali glukozno inducibilen transkripcijski sistem, ki je bolj 
dovršena oblika biološke naprave od predhodnih. Prednost slednje je, da celice same 
zaznavajo nivo glukoze in se v odvisnosti od tega odzovejo s sintezo efektorskega proteina. 
Zaznavanje glukoze temelji na z glikolizo posredovanem vdoru Ca
2+
. Ob povišani 
koncentraciji glukoze se ta skozi kanalčke Glut1 prenese v celico ter vstopi v proces 
glikolize, posledica katere je povišana sinteza ATP. Slednji vpliva na ATP-odvisne 
kalijeve kanalčke tako, da se ti zaprejo in onemogočijo izhod K
+
. To povzroči 
depolarizacijo celične membrane in vdor Ca
2+
 v celico preko kanalčkov Cav1.3. Povišana 
koncentracija Ca
2+
 aktivira fosfatazo kalcineurin, ki defosforilira in s tem aktivira 
transkripcijski faktor NFAT. 
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Slednji vstopi v jedro celice, se veže na specifičen promotor in aktivira izražanje 
efektorskega proteina. 
 
Vendar pa samo hitro procesiranje signala ni dovolj za končni želen hiter učinek v primeru 
produkcije inzulina. Pomembno je, da se signal čim hitreje pretvori v izhodni signal, kar za 
celico pomeni tvorba efektorskega proteina. Za hiter odziv slednji ne sme biti odvisen od 
sinteze proteina de novo temveč od modifikacij ali izločanja predhodno sintetiziranih 
molekul. Do danes še ni bilo pripravljenih veliko sistemov s katerimi bi bilo mogoče 
inducibilno izločati predhodno sintetizirane proteine iz sesalskih celic. V enem izmed prvih 
primerov so Rivera in sod. (2000) razvili sistem za izločanje kjer so uporabili agregacijske 
domene CAD (angl. »conditional aggregation domain«) vezane na izbrani protein, lociran 
v ER. Agregacijske domene vezane na izbrani protein so se združevale in tvorile agregate, 
ki so bili preveliki, da bi zapustili ER in nadaljevali sekretorno pot. Z dodatkom majhne 
molekule, ki se veže na CAD so povzročili razpad agregatov na posamezne proteine, ki so 
prešli v sekretorno pot in bili izločeni iz celice. V drugem primeru so Chen in sod. (2013) 
pripravili sistem, ki je prav tako temeljil na tvorbi agregatov, ki zaradi velikosti niso bili 
sposobni zapustiti ER. Za formacijo slednjih so uporabili rastlinski fotoreceptor UVR8, ki 
tvori na svetlobo občutljive homodimere. Pripravili so transmembranski protein, ki je imel 
v lumnu ER izbrani del, na citosolni strani pa je bil del sestavljen iz UVR8. V temi so se na 
membrani tvorili agregati, ki zaradi velikosti niso mogli zapustiti membrane ER. Ob 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI  
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema, navedena skupaj s proizvajalcem. 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Analytik Jena banjica za agarozno elektroforezo Horizon 11.14 
Applied Biosystems aparatura za verižno reakcijo s polimerazo Veriti® 96 Thermal 
Cycler 
Bemis  Parafilm 
Berthold Detection Systems aparatura za merjenje luminiscence Orion II Microplate 
Luminometer 
Binder inkubator za gojenje celičnih linij 
Bio Rad banjica za poliakrilamidno gelsko elektroforezo, banjica za 
moker prenos proteinov na nitrocelulozno membrano, izvor 
napetosti za elektroforezo,  
Biometra črpalka za izsesavanje gojišča, naprava z UV lučjo za 
opazovanje gelov, hibridizacijska pečica 
BioTek aparatura za merjenje absorbance Synergy MX Microplate 
Reader 
Canon fotoaparat za slikanje gelov 
Corning bele gojitvene plošče s 96 vdolbinicami, banjice za 
multikanalno pipeto 
DNR Bio-Imaging Systems aparatura za fotografiranje agaroznih gelov 
Eppendorf avtomatske pipete, multikanalne pipete, namizna centrifuga 
MiniSpin, centrifuga 5430R, termoblok Thermomixer R, 
Thermostat C 
Gilson avtomatske pipete 
Gorenje mikrovalovna pečica 
Hettich centrifuga Universal 320R 
Hoefer Scientific Instruments vir napetosti za agarozno gelsko elektroforezo 
Ibidi gojitvena posoda za mikroskopiranje (µ-Slide 8 well) 
IKA vrtinčnik MS3 Basic, magnetna mešala 
Invitrogen naprava za avtomatsko štetje celic Countess®, števne ploščice, 
barvilo 
Iskra PIO laminarij Iskra PIO MC 12-2 
Kambič sterilizator, stresalnik 
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Nadaljevanje preglednice 1. Uporabljena laboratorijska oprema navedena skupaj s proizvajalcem. 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Kemomed štoparica 
Kern tehtnica 440-45N 
Kimberly-Clarck rokavice PFE latex, purple nitrile 
Leica Microsystems 
konfokalni mikroskop Leica TCS SP5, računalniški program 
Leica LAS AF Lite 
Liebherr zamrzovalnik, hladilnik 
LTH hladilnik 
Nalgene stojala za mikrocentrifugirke 
Sanyo zamrzovalnik (-80°C) 
Sarstedt nastavki za pipete, centrifugirke volumna 15 ml in 50 ml 
Sartorius tehtnica 
Schott Duran steklovina 
Star Lab  vrtinčnik 
Steelo pomivalni stroj 
Sutjeska parni sterilizator 
Syngene naprava za za detekcijo luminiscence 
Systec sterilizator VX-95 
Thermo Fisher 
zamrzovalnik (-80°C), spektrofotometer NanoDrop NF-1000, 
inkubator za gojenje celičnih linij 
TPP 
posodice za gojenje celičnih linij s površino 75 cm
2
, prozorne 
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Preglednica 2: Uporabljene kemikalije, navedene skupaj s proizvajalcem. 
Proizvajalec Kemikalija  
Carlo Erba Reagent NaF 
Goldbio agaroza, ampicilin 
IDT oligonukleotidni začetniki, gBlock-i 
Inalco DTT 
InvivoGen reagent QUANTI-Blue™ 
Kemika glicerol, bromfenol modro 
Merck metanol, NaCl, MgCl2, izopropanol 
Molecular Probes koelenterazin h 
Promega 5x lizni pufer za liziranje sesalskih celic  (Passive Lysis Buffer), luciferin 
Roche PNGase F  (N-glikozidaza) 
Serva polietilenimin  (PEI) 
Sigma-Aldrich DMSO, gojišče LB po Millerju, dNTP, glukoza, EDTA, CoA, glicerol, 
akrilamid, etidijev bromid, rapamicin, abscizinska kislina, nitrocelulozna 
membrana, Tween 20, SDS, β-merkaptoetanol, EGTA, HEPES 
Thermo Fisher 6x DNA nanašalni pufer, DNA standard GeneRuler™ 1 kbp Plus DNA Ladder, 
DNA polimeraza Phusion High-Fidelity DNA polymerase, restrikcijski encimi, 
DNA ligaza, gojišče za celične linije DMEM GlutaMAX™-I, FBS, pufer za 
DNA polimerazo, pufri za restrikcijske encime, I-Block, PageRuler™ Prestained 
Protein Ladder Plus 
 
3.1.3  Raztopine in  pufri 
 
Preglednica 3: Uporabljene raztopine in pufri, navedeni s sestavo. 
Raztopina oz. pufer  Sestava 
1% agarozni gel 1 g agaroza, 100 ml 1x TAE pufer 
50x TAE pufer 
242 g Tris, 57,1 ml ledocetna kislina, 100 ml 50 mM EDTA, dH2O do 
1000 ml, pH 8,0 
5x ligazni pufer 
66 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1mM DTT, 1mM ATP, 6 % PEG 6000, 
pH 7,6 
fLuc pufer 
3,38 g HEPES  (16,60 mM), 0,38 g MgCl2  (3,33 mM), 0,06 g EGTA Na  
(0,08 mM) v 100 ml MQ, pH 7,8 dodaš 0,08 g NaF  (1,67 mM) 
NaCl za transfekcijo s PEI 150 mM Nacl v MQ 
pufer PBS NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM 
Raztopina za blokiranje 
nitrocelulozne membrane 
0,2 % I-Block v raztopini za spiranje 
Raztopina za spiranje 1x PBS, 0,01 % Tween 20 
rLuc pufer 
2,6 ml 5x Renilla-pufer  (3,346 g Na pirofosfat  (7,5 mM), 6,9 g 
NaH2PO4xH2O  (50 ,00 mM), 14,5 g NaCl  (250 mM), 1,822 g CDTA  (5 
mM), 5 ml metanol  (0,01 l/l), pH 5,0), MQ do 13 ml  
zmes dNTP za PCR 2,5 mM dATP, 2,5 mM dCTP, 2,5 mM dGTP, 2,5 mM dTTP v MQ  
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3.1.4 Komercialni kompleti 
 
Preglednica 4: Uporabljeni komercialni kompleti, navedeni s proizvajalcem in namenom uporabe. 
Proizvajalec Ime kompleta Namen 
Thermo Fisher GeneJET PCR Purification Kit 
izolacija in čiščenje DNA fragmentov iz agaroznega 
gela  











Plazmidni vektor pcDNA3 vsebuje močan konstitutivni človeški citomegalovirusni  
(CMV) promotor in se uporablja za izražanje proteinov v sesalskih celicah. Za selekcijo 
transformiranih in transfeciranih celic nosi vektor zapis za ampicilinsko in nemocinsko 
rezistenco. Zaradi vsebnosti zapisa za SV40  (Simian virus 40) promotor v katerem se 
nahaja mesto SV40 ORI se lahko plazmid episomalno pomnožuje v celicah, ki izražajo 
veliki SV40 antigen T (npr. celice HEK293T).  
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Vektor nosi zapis za Renilla luciferazo pod konstitutivnim promotorjem gena za timidin 
kinazo iz virusa herpes simplex. Zaradi mesta ORI in zapisa za ampicilinsko rezistenco 
omogoča pomnoževanje in selekcijo v bakterijskih celicah. Plazmid smo uporabili kot 
kontrolo transfekcije pri dvojnem luciferaznem testu.  
 
Slika 12: Shema plazmidnega vektorja phRL-TK (Synthetic,… 2002)  
 
3.1.6. Restrikcijski encimi 
 
Preglednica 6: Uporabljeni restrikcijski encimi, navedeni s prepoznavnim zaporedjem in mestom reza. 
Restrikcijski encim Prepoznavno mesto Proizvajalec 
BamHI G↓GATCC Thermo Fisher 
EcoRI G↓AATTC Thermo Fisher 
XbaI T↓CTAGA Thermo Fisher 




Preglednica 7: Uporabljena protitelesa. 
Protitelo Proizvajalec 
Anti-AU1 tag antibody (primarno protitelo) abcam 
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3.1.8.1 Bakterijski sev 
 
Preglednica 8: Uporabljen sev bakterije E. coli pri pripravi in namnoževanju DNA konstruktov. 
Sev Genotip Vir 
TOP 10 
F- mcrA ∆ (mrr-hsdRMS-mcrBC) ϕ80lacZ∆M15 ∆lacX74 nupG recA1 







3.1.8.2 Celična linija 
 
Preglednica 9: Uporabljena celična linija. 
Celična linija Opis Vir 
HEK293T 
trajna celična linija iz človeških embrionalnih ledvičnih celic 
z vstavljenim velikim SV40 antigenom T 






Preglednica 10: Uporabljena gojišča za gojenje bakterij in celičnih linij. 
Tip gojišča Sestava 
Tekoče gojišče LB 25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt) 
Trdno gojišče LB 25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt), 15 g/l agar 




Preglednica 11: Uporabljeni induktorji in njihova založna koncentracija. 
Induktor Založna koncentracija  (mM) 
Rapamicin 1 
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3.2.1 Priprava gojišč 
 
3.2.1.1 Gojišča za bakterije 
 
Trdno gojišče LB smo pripravili v erlenmajerici tako, da smo ustrezno količino agarja ter 
gojišča LB po Millerju z uporabo mešala raztopili v MQ. Gojišče smo sterilizirali v 
avtoklavu z vlažno toploto (20 min, 121 °C, 120 kPa) ter po ohladitvi na približno 45°C 
dodali antibiotik ampicilin do končne koncentracije 75 µg/ml. Gojišče z antibiotikom smo 
razlili v sterilne petrijeve plošče, ohladili na sobni temperaturi in do uporabe shranili v 
hladilniku pri 4°C. Tekoče gojišče LB smo pripravili tako, da smo ustrezno količino 
gojišča LB po Millerju raztopili v MQ. Gojišče smo sterilizirali v avtoklavu. Po sterilizaciji 
smo gojišče shranili na sobni temperaturi ter mu pred inokulacijo z bakterijsko kulturo 
dodali antibiotik ampicilin do končne koncentracije 75 µg/ml.  
 
3.2.1.2 Gojišče za celične linije 
 
Celično linijo HEK293T smo gojili v komercialnem gojišču DMEM+GlutaMAX™-I z 
dodanim 10% (v/v) toplotno obdelanim FBS (Invitrogen).  
 
3.2.2 Sterilizacija steklovine, gojišč in raztopin 
 
Temperaturno neobčutljiv material kot je steklovina smo sterilizirali v avtoklavu z vlažno 
toploto (20 min, 121 °C, 1,2 bar), medtem ko smo temperaturno občutljive raztopine 
sterilizirali s filtracijo preko filtra s premerom por 0,2 µm.   
 
3.2.3 Priprava genskih konstruktov (molekulsko kloniranje) 
 
3.2.3.1 Priprava oligonukleotidnih začetnikov 
 
Spomočjo programa Vector NTI (Thermo Fisher Scientific) smo in silico skonstruirali 
oligonukleotidne začetnike ter zaporedja poslali v sintezo k zunanjemu ponudniku  (IDT). 
 
3.2.3.2 Verižna reakcija s polimerazo  (PCR) 
 
Z uporabo metode verižna reakcija s polimerazo smo pomnožili specifične DNA 
fragmente. Količine posameznih komponent ter volumni, ki smo jih uporabili pri reakciji 
PCR so navedeni v preglednici 12. Uporabljeni časovni in temperaturni profili so prikazani 
na sliki 13. 
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Slika 13: Prikaz časovnih in temperaturnih profilov pri reakciji PCR. *Temperaturo prileganja smo izračunali 
z uporabo programa Vector NTI. 
 
Preglednica 12: Sestava PCR reakcije. 
Komponenta Založna koncentracija Volumen  (µl) 
Matrična DNA 50 ng/ul 0,50 
Začetni oligonukleotid 1 20 µM 0,50 
Začetni oligonukleotid 2 20 µM 0,50 
5x Phusion reakcijski pufer  (HF) 5 x 5,00 
dNTP 10 mM 2,00 
Phusion High-Fidelity DNA polimeraza 2,5 U/µl 0,35 
MQ   16,15 
Skupni volumen   25,00 
 
3.2.3.3 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Z uporabo agarozne gelske elektroforeze smo preverjali uspešnost reakcij PCR ter 
restrikcij plazmidnih vektorjev. Gostota gela je bila odvisna od pričakovane dolžine 
fragmentov. Ustrezno količino agaroze smo s segrevanjem raztopili  v 1X TAE pufru, 
dodali 5 µL etidijevega bromida  (10 mg/ml) in gel vlili v kadičko. Po strditvi gela smo v 
žepke nanesli vzorce z nanašalnim pufrom ter DNA velikostno lestvico  (GeneRuler 1kbp 
Plus DNA Ladder), ki nam omogoča določitev velikosti DNA fragmentov v vzorcih. 
Elektroforeza je potekala v 1X TAE pufru pri konstantni napetosti 110 V. Na koncu smo 
gel slikali pod UV lučjo z uporabo naprave za slikanje gelov (BioMetra). 
 
3.2.3.4  Izolacija in čiščenje DNA fragmentov 
 
DNA fragmente pravih dolžin smo izrezali iz gela ter očistili z uporabo komercialnega 
kompleta GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific) po navodilih proizvajalca. 
Koncentracijo ter čistost izolirane DNA smo izmerili s spektrofotometrom NanoDrop. 
 
T= 98  C
T= (Tm-5)  C
T= 72  C T= 72  C
T= 10  C
t = 2 min
t = 30 s
t = 20 s / kbp t = 7 min
t = ∞
30 ciklov
T= 98  C
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Restrikcijske endonukleaze, ki prepoznajo in režejo specifično nukleotidno zaporedje smo 
uporabili za pripravo DNA fragmentov pomnoženih z reakcijo PCR, linearizacijo 
plazmidnega vektorja ter za preverjanje ustreznosti pripravljenih DNA konstruktov. V 
reakcijsko mešanico smo dodali DNA, 10x restrikcijski pufer, restrikcijske endonukleaze  
(10 U/µl) ter dopolnili z MQ do ustreznega volumna. Volumen dodanih restrikcijskih 
endonukleaz je bil odvisen od količine rezane DNA. S pomočjo spletnega orodja Double 
Digest Finder (NEB) ali DoubleDigest Calculator (Thermo Scientific) smo našli optimalen 
pufer za posamezno restrikcijsko mešanico. Reakcija restrikcije je potekala 1-3 ure pri 
37°C. Kadar smo rezali PCR produkte smo po koncu reakcije te očistili z uporabo 
komercialnega kompleta GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific). V primeru, 
da smo rezali plazmidne vektorje smo po koncu restrikcije z agarozno gelsko elektroforezo 
najprej preverili ustrezno dolžino rezanih fragmentov ter jih nato izolirali in očistili iz gela. 




Z metodo ligacije smo sestavljali DNA fragmente, ki smo jih rezali z restrikcijskimi 
endonukleazami. Fragmenti, ki so rezani s kompatibilnim setom restrikcijskih endonukleaz 
imajo komplementarne lepljive konce kar omogoča njihovo združevanje. Encim ligaza 
katalizira tvorbo kovalentne fosfodiestrske vezi med 3' hidroksilnim in 5' fosfatnim 
koncem med nukleotidoma po tem, ko se kompatibilni fragmenti med seboj povežejo z 
vodikovimi vezmi. Z ligacijo lahko združujemo dva ali več fragmentov naenkrat. 
Reakcijska mešanica je vsebovala 40 ng vektorja ter glede na dolžino DNA izračunano 
količino fragmentov, 3 µl 5x ligacijskega pufra ter MQ do končnega volumna 15 µl. 
Ligacija je potekala na sobni temperaturi 20 minut. Po končani reakciji smo kompetentne 
celice E. coli TOP10 transformirali z ligacijsko mešanico.  
 
3.2.3.7 Transformacija kompetentnih celic in gojenje Escherichia coli  
 
Za transformacijo ali vnos DNA v kompetentne celice E. coli smo uporabili metodo s 
toplotnim šokom. Toplotni šok povzroči nastanek por v celični steni bakterij kar omogoči 
vstop plazmidne DNA v celico. Kompetentne celice, shranjene pri -80°C smo odtalili na 
ledu in dodali 15 µl ligacijske mešanice ali 1 µl plazmidne DNA kadar smo to želeli 
pomnožiti. Po dodatku DNA smo celice 30 minut inkubirali na ledu. Sledil je 2 minutni 
toplotni šok pri 42°C in 2 minutna inkubacija na ledu. Celicam smo nato dodali 1 ml 
tekočega gojišča LB ter jih 1 uro inkubirali na 37°C pri stresanju 600 rpm. Po končani 
inkubaciji smo transformacijsko mešanico razmazali na trdno gojišče LB z ustreznim 
antibiotikom. Plošče smo inkubirali 12-16 ur na 37°C. Posamezne kolonije smo nacepili v 
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tekoče gojišče LB z ustreznim antibiotikom za izolacijo plazmidne DNA. Kulture smo 12-
16 ur gojili na 37°C s stresanjem (160 rpm).      
 
3.2.3.8 Izolacija, določanje koncentracije in ustreznosti nukleotidnega zaporedja plazmidne 
DNA 
 
Plazmidno DNA smo izolirali iz tekoče kulture z uporabo komercialnega kompleta 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) po navodilih proizvajalca. Po izolaciji 
je sledilo merjenje koncentracije in čistosti DNA z uporabo spektrofotometra NanoDrop.  
Ustreznost nukleotidnega zaporedja plazmidne DNA smo najprej preverili s kontrolno 
restrikcijo, kjer smo dobljeni restrikcijski profil primerjali z in silico profilom pridobljenim 
v programu Vector NTI. Dokončno smo pravilnost nukleotidnega zaporedja potrdili s 
sekvenciranjem pri zunanjemu ponudniku (GATC Biotech).  
 
3.2.4 Delo s celičnimi linijami 
 
3.2.4.1 Gojenje celic HEK293T 
 
Celično linijo HEK293T smo gojili v gojitvenih posodah s površino 75 cm
2
, prevlečenih s 
polistirenom, ki celicam omogoča pritrjanje na podlago in rast v monosloju. Gojenje je 
potekalo pod kontroliranimi pogoji v inkubatorju (37°C v atmosferi s 95% vlažnostjo in 
5% CO2) v gojišču DMEM+Glutamax-1 z dodanim 10% (v/v) toplotno obdelanim FBS  
(Invitrogen). 
 
3.2.4.2 Tripsinizacija, štetje in nacepljanje celic HEK293T v gojitvene plošče 
 
Ob ustrezni preraščenosti celic (70 – 100%) smo celicam najprej odstranili gojišče ter jih 
sprali s 5 mL pufra PBS (sestava v preglednici 3) s čimer smo odstranili ostanke gojišča, ki 
bi lahko inhibirali delovanje tripsina. Celice smo od podlage odstranili z dodatkom 2 mL 
tripsina, ki prekine adhezivne stike med celicami in podlago gojitvene posode. Tripsin smo 
pustili delovati približno 2 minuti na kar smo delovanje tripsina inhibirali z dodatkom 8 
mL gojišča DMEM+Glutamax-1 z 10% FBS. Celice smo sprali iz podlage, prenesli v 15 
mL centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 1200 rpm. Supernatant smo previdno 
odstranili ter celice resuspendirali v svežem gojišču DMEM+Glutamax-1 z 10% FBS. 
 
Za štetje celic smo uporabili barvilo tripan modro (Invitrogen), ki obarva samo mrtve 
celice. Zmešali smo enaka volumna barvila tripan modro ter suspenzijo resuspendiranih 
celic ter celice prešteli z uporabo naprave za avtomatsko štetje celic Countess
TM
. Glede na 
število živih celic smo izračunali potrebna volumna suspenzije celic ter gojišča za 
nacepitev celic. Število celic, ki smo jih nacepili je bilo odvisno od velikosti luknjic na 
ploščah za gojenje celic (preglednica 13). 
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Preglednica 13: Število celic in volumen gojišča za izbrane gojitvene posodice. 
Število vdolbinic 
Število celic / 
vdolbinico 




Volumen gojišča v vdolbinici  (ml) 
96 25 000 0,32 0,1 
8 50 000 1 0,25 
6 500 000 9 2 
 
3.2.4.3 Prehodna transfekcija celic HEK293T 
 
Za vnos DNA konstruktov v celice smo uporabili kationski polimer polietilenimin (PEI), ki 
tvori komplekse z negativno nabito DNA in omogoča interakcije teh kompleksov z 
negativno nabitimi proteoglikani na površini celic. DNA:PEI polipleksi vstopijo v celico s 
procesom endocitoze (Hanzlíková in sod., 2011). 
 
Prehodno transfekcijo smo izvedli na ustrezno preraščenih celicah (50 - 70 % konfluentna 
rast), ki smo jih dan pred tem nacepili na mikrotiterske plošče (preglednica 13). V 
odvisnosti od eksperimenta smo različne DNA konstrukte zmešali v 150 mM NaCl in nato 
dodali transfekcijski reagent PEI v 150 mM NaCl. Transfekcijsko mešanico smo po 20 
minutah inkubacije na sobni temperaturi dodali k celicam. 
 
 




DNA v 150 mM NaCl
PEI  v 150 mM NaCl
Nacepljene celice
Plazmidna DNA + PEI 
v 150 mM NaCl
Dodaš k celicam 
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3.2.4.4 Stimulacija celic HEK293T 
 
Pri testiranju aktivnosti razcepljene proteaze TEVp smo celice en dan po prehodni 
transfekciji  inducirali z rapamicinom ali ABA. Pri testiranju aktivnosti in kinetiki 
inducibilnega sistema za izločanje poročevalskega proteina SEAP smo celice po prehodni 
transfekciji najprej gojili še dva dni ter jih nato inducirali z rapamicinom ali ABA. 
Uporabljene koncentracije induktorjev so navedene v preglednici 11. 
 
3.2.5 Merjenje luciferazne aktivnosti z dvojnim luciferaznim testom 
 
Luciferaza je oksidativen encim, ki pri pretvorbi luciferina v oksiluciferin producira 
bioluminiscenco. Encim sestoji iz večje N-terminalne in manjše C-terminalne domene med 
katerima je gibljivo mesto (angl. »hinge«). Ob vezavi luciferina preide encim iz odprte v 
zaprto obliko, domeni prideta v neposredno bližino kar omogoči učinkovito oksidacijo 
luciferina (Conti in sod., 1996). 
 
Uspešnost rekonstitucije razcepljene proteaze TEV spojene na različne dimerizacijske 
domene smo določevali s cikličnim luciferaznim poročevalcem (cycLuc). CycLuc je 
cirkularno permutirana luciferaza zaklenjena z inteini in je neaktivna oblika luciferaznega 
poročevalca, ki pridobi aktivnost po proteolitični cepitvi (Kanno in sod., 2007). 
 
V eksperimentih smo uporabljali dve različni luciferazi – kresničkino fLuc (poročevalski 
protein v ciklični obliki) in Renilla luciferazo (kontrola učinkovitosti transfekcije). En dan 
pred načrtovano prehodno transfekcijo smo celice nacepili v mikrotitersko ploščo s 96 
vdolbinicami. Celice smo transfecirali s poročevalskim plazmidom (ciklična luciferaza), 
kontrolnim plazmidom phRL-TK (Renilla luciferaza) ter ostalimi DNA konstrukti 
(odvisno od eksperimenta). 
 
En dan po stimulaciji z induktorji smo celicam odsesali gojišče ter jih lizirali z dodatkom 
25 µL 1x liznega pufra (Passive lysis, Promega). Plošče smo 20 minut pustili na sobni 
temperaturi in vmes pripravili pufra za merjenje obeh poročevalskih proteinov. 
Luciferazno aktivnost smo izmerili z uporabo luminometra Orion II Microplate 
Luminometer (Berthold Technologies). Ker imata encima različna substrata, je njuno 
aktivnost možno izmeriti v enem vzorcu. Za prikaz rezultatov smo uporabili relativne 
luciferazne enote (RLE), ki jih izračunamo tako, da dobljeno vrednost kresničkine 
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Slika 15: Strukutra ciklične luciferaze. N-konec (ak 4-233) in C-konec (234-544) luciferaze sta zamenjana, 
vmes je kratek aminokislinski povezovalec s prepoznavnim cepitvenim mestom za proteazo. Inteina na obeh 
koncih katalizirata nastanek ciklične luciferaze v primeru, da inteina ne reagirata (ni ciklične oblike) gre tak 
protein v razgradnjo posredovano z zaporedjem PEST. Ob cepitvi v prepoznavnem mestu se luciferaza 
sestavi in postane aktivna (prirejeno po CycLuc reporter, 2016). 
 
3.2.6 Poliakrilamidna gelska elektroforeza za ločevanje proteinov ter prenos Western 
 
3.2.6.1 Priprava vzorcev, obarjanje proteinov z metanolom 
 
Celice HEK293T smo nacepili v ploščo s 6 luknjicami  (preglednica 12) in jih naslednji 
dan transfecirali z ustrezno mešanico plazmidne DNA. Dva dni po transfekciji smo 
proteine iz gojišča oborili z dodatkom ledeno-hladnega metanola v razmerju 
gojišče:metanol = 1:4 ter inkubirali preko noči pri -80°C. Nato smo vzorce centrifugirali 
pri 4°C eno uro (17500 rpm). Po centrifugiranju smo odstranili metanol in preostanek s 
segrevanjem odparili. Oborjene proteine smo resuspendirali v MQ in dodali 4x SDS pufer 
z reducentom.  
 
3.2.6.2 Potek poliakrilamidne gelske elektroforeze in prenos Western  
 
Tako pripravljene vzorce smo nanesli na predhodno pripravljen poliakrilamidni gel z SDS. 
Poleg vzorcev smo nanesli tudi proteinski standard z znano velikostjo proteinov, ki 
omogoča določitev velikosti proteinov v vzorcih. Elektroforeza je potekala 45 minut pri 
200 V. Po končani elektroforezi smo sestavili napravo za moker prenos v katero smo 
vstavili gel in nitrocelulozno membrano na katero se prenesejo proteini. Moker prenos je 
potekal 90 minut pri konstantnem toku 350 mA. Membrano, na katero so se prenesli 
proteini smo potopili v 0,2% I-Block in pustili čez noč na 4°C. Naslednji dan smo 
membrano najprej inkubirali s primarnimi protitelesi proti proteinskemu označevalcu AU-
1 ter nato še s sekundarnimi protitelesi konjugiranimi z encimom HRP (hrenova 
peroksidaza) proti primarnim protitelesom. Aktivnost HRP smo določili z dodatkom 
luminola, ki je substrat HRP. Pri reakciji se sprošča svetloba, katero smo zaznali z uporabo 
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3.2.7 Konfokalna mikroskopija 
 
Za detekcijo lokalizacije proteinov v celicah smo uporabili fluorescenčen protein TagRFP, 
ki je eden najsvetlejših rdečih fluorescenčnih proteinov v obliki monomera. TagRFP je 
mutirana oblika fluorescenčnega proteina RFP iz morske vetrnice Entacmaea quadricolor 
z izboljšano pH stabilnostjo (Merzlyak in sod., 2007), kar je bilo še posebej pomembno v 
našem primeru saj smo proteine usmerjali v sekrecijsko pot, za katero je značilen nižji pH 
od citosolnega (Casey in sod., 2010).  
 
En dan pred prehodno transfekcijo smo celice nacepili na mikroskopsko ploščico µ-Slide 8 
well (Ibidi) z 8 vdolbinicami (število celic na vdolbinico je navedeno v preglednici 13).  
Celice smo začeli opazovati en dan po prehodni transfekciji z uporabo konfokalnega 
mikroskopa Leica TCS SP5 na Leica DMI 6000 CS stojalu. Za opazovanje celic s 
konfokalnim mikroskopom smo uporabili 63x oljni imerzijski objektiv z numerično 
aperturo 1.4.  
 
Ker ima fluorescenčni protein TagRFP ekscitacijski maksimum pri 555 nm in emisijski 
maksimum pri 584 nm smo za vzbujanje pri 543 nm uporabili HeNe laser, za spremljanje 
emisije pa nastavili emisijsko okno med 570 – 610 nm. Po končanem delu na mikroskopu 
smo pridobljene slike obdelali z računalniškima programoma Leica LAS AF Lite in 
ImageJ. 
 
3.2.8 Detekcija humane sekretorne alkalne fosfataze  (SEAP) 
 
Za študij učinkovitosti zadrževalnih zaporedij in kinetiko sistema za hitro izločanje smo 
uporabili encim humana sekretorna alkalna fosfataza (SEAP), ki se pogosto uporablja kot 
poročevalski protein v sesalskih celicah (Berger in sod., 1988). Aktivnost encima SEAP 
smo določevali v gojišču celičnih linij z uporabo komercialnega testa QUANTI-BLUE™  
(InvivoGen) po navodilih proizvajalca. Reagent smo raztopili v 100 mL destilirane vode 
MQ ter ga nato prefiltrirali z uporabo filtra s porami 0'45 µm.  
 
Za meritev aktivnosti inducibilnega sistema za izločanje proteinov smo mikrotitersko 
ploščo v kateri so bile prehodno transfecirane in ustrezno inducirane celice najprej 
centrifugirali 5 min pri 1200 rpm, da so se nepritrjene celice, ki bi lahko prispevale k lažno 
pozitivnim rezultatom posedle. 30 µL gojišča smo prenesli v novo prozorno mikrotitersko 
ploščo s 96 vdolbinicami ter dodali 200 µL reagenta QUANTI-BLUE™ (InvivoGen). Po 
dodatku reagenta smo plošče inkubirali pri 37°C za 2 uri. Z uporabo avtomatskega čitalca 
mikrotiterskih plošč Synergy Mx (BioTec) smo izmerili absorbanco pri 630 nm. 
 
Za določevanje kinetike inducibilnega sistema za izločanje proteinov smo za vsako 
časovno točko, v kateri smo želeli določit aktivnost SEAP celice nacepili v mikrotitersko 
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ploščo in izvedli prehodno transfekcijo. Vse plošče s celicami smo ob istem času inducirali 
z ustreznim induktorjem. Nato smo v izbranih časovnih točkah vsako ploščo centrifugirali 
5 min pri 1200 rpm ter prenesli 30 µl gojišča v novo prozorno mikrotitersko ploščo. Na 
posameznih ploščah smo na koncu vzorčenja imeli različne časovne točke vzorčenj, za 
posamezne inducibilne sisteme za izločanje, ki smo jih testirali. Ploščam z gojiščem smo 
dodali 200 uL reagenta QUANTI-BLUE™ (InvivoGen), inkubirali 2 uri na 37°C ter 
izmerili absorbanco pri 630 nm z uporabo avtomatskega čitalca mikrotiterskih plošč 
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4.1 SISTEM ZA IZLOČANJE PROTEINOV IZ LUMNA ER 
 
Sistem je sestavljen iz razcepljene proteaze TEVp aktivne v sekretorni poti (erTEVp), 
spojene na kemijsko dimerizacijske domene FKBP/FRB ali ABI/PYL in tarčnega proteina 
z zadrževalnim zaporedjem KDEL kar pomeni, da se vse komponente sistema nahajajo v 
lumnu ER. Ob dodatku induktorja, rapamicina v primeru dimerizacijskih domen 
FKBP/FRB ali ABA v primeru dimerizacijskh domen ABI/PYL pride do rekonstitucije in s 
tem aktivacije razcepljene proteaze erTEVp. Ta cepi v prepoznavnem mestu TEVs, ki je 
postavljeno med tarčnim proteinom in zadrževalnim zaporedjem KDEL ter s tem omogoči 
odcepitev slednjega. Tarčni protein brez zaporedja KDEL zapusti endoplazmatski 
retikulum, nadaljuje sekretorno pot in se izloči iz celice.  
 
 
Slika 16: Prikaz principa delovanja sistema z zadrževanjem tarčnega (poročevalskega) proteina v lumnu ER 
in nadzorom izločanja s post-translacijskimi modifikacijami. Ob indukciji se razcepljena proteaza erTEVp 



























Izločanje iz celice 
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4.2 SISTEM ZA IZLOČANJE PROTEINOV IZ MEMBRANE ER  
 
Sistem je sestavljen iz razcepljene, v citosolu prisotne proteaze TEVp, spojene na kemijsko 
dimerizacijske domene FKBP/FRB ali ABI/PYL in transmembranskega tarčnega proteina 
z zadrževalnim zaporedjem KKXX (KKMP ali KKYL) prisotnega na membrani ER. Ob 
dodatku induktorja, rapamicina v primeru dimerizacijskih domen FKBP/FRB ali ABA v 
primeru dimerizacijskh domen ABI/PYL, pride do rekonstitucije in s tem aktivacije 
razcepljene proteaze TEVp. Ta cepi v prepoznavnem mestu TEVs, ki je postavljeno med 
transmembransko domeno in zadrževalnim zaporedjem KKXX ter s tem omogoči 
odcepitev slednjega. Tarčni protein brez zaporedja KKXX zapusti membrano ER in se 
prenese na membrano GA. V trans-GA prisotna, proteaza furin cepi v prepoznavnem 
mestu FURs ter omogoči sprostitev tarčnega proteina iz membrane, čemur sledi izločanje 
iz celice.   
 
 
Slika 17: Prikaz principa delovanja sistema z zadrževanjem tarčnega (poročevalskega) proteina na membrani 
ER in nadzorom izločanja s post-translacijskimi modifikacijami. Ob indukciji se razcepljena proteaza TEVp 
v citosolu aktivira in odcepi zadrževalno zaporedje KKXX. Poročevalski protein brez slednjega zapusti ER in 
nadaljuje sekretorno pot. V trans-GA, proteaza furin proteolitično odcepi poročevalski protein iz membrane, 
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4.3 UPORABA MEHANIZMA ZA ZADRŽEVANJE PROTEINOV V CELICAH 
 
Pri pripravi inducibilnega sistema za izločanje proteinov smo morali zagotoviti, da slednji 
po konstitutivni sintezi ostanejo v celici. Za zadrževanje predhodno sintetiziranih proteinov 
v celici smo uporabili organel ER, ki je prvi izmed organelov v sekretorni poti sesalskih 
celic. 
 
Pripravili in testirali smo sistem za inducibilno izločanje proteinov iz lumna ER in v ta 
namen uporabili zadrževalno zaporedje KDEL na C-terminalnem delu proteina. Za 
zadrževanje proteinov na membrani ER smo uporabili zadrževalno zaporedje KKXX  
(KKMP ali KKYL) na C-terminalnem delu proteina. Z uporabo konfokalne mikroskopije 
smo želeli pokazati pravilno lokalizacijo proteinov v lumnu oziroma na membrani ER, s 
prenosom Western pa smo testirali funkcionalnost zadrževalnih zaporedij. 
 
4.3.1 Zadrževanje proteinov v lumnu endoplazmatskega retikuluma 
 
4.3.1.1 Preverjanje lokalizacije 
 
V celice HEK293T smo prehodno transfecirali DNA konstrukt ss:TagRFP:TEVs:KDEL in 
naslednji dan z uporabo konfokalne mikroskopije (opisane v 3.2.7) preverili izražanje ter 
določili lokalizacijo proteina TagRFP v celicah. Na sliki 18b je vidna fluorescenca proteina 
TagRFP:TEVs:KDEL v endoplazmatskem retikulumu, to je okoli jedra celice.  
 
Slika 18: Preverjanje lokalizacije poročevalskega proteina z zadrževalnim zaporedjem KDEL. a) Shematski 
prikaz poročevalskega proteina TagRFP:TEVs:KDEL z zadrževalnim zaporedjem, ki omogoča, da se le-ta 
zadržuje v lumnu ER. b) Mikroskopska slika celic transfeciranih z DNA konstruktom 
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4.3.1.2 Testiranje funkcionalnosti zadrževalnega zaporedja KDEL 
 
Zaporedje KDEL na C-terminalnem koncu je pogoj, da protein ostane v lumnu ER zato 
smo v naslednjem koraku preverjali funkcionalnost zaporedja KDEL na poročevalskem 
proteinu TagRFP. Preverili smo tudi aktivnost, v sekretorni poti aktivne proteaze erTEVp. 
 
V prvem primeru smo v celice HEK293T prehodno transfecirali DNA konstrukt 
ss:TagRFP:TEVs:KDEL, v drugem pa kombinacijo DNA konstruktov 
ss:TagRFP:TEVs:KDEL in ss:erTEVp:KDEL. Dva dni po prehodni transfekciji smo iz 
celičnega gojišča izolirali proteine z metodo obarjanja s hladnim metanolom. Po izolaciji 
smo proteine v vzorcih ločili po velikosti z uporabo poliakrilamidne gelske elektroforeze 
(3.2.6.2). Ker TagRFP vsebuje proteinski označevalec AU1, smo ločene proteine s 
prenosom Western prenesli na nitrocelulozno membrano ter detektirali s specifičnimi 
protitelesi. Natančen potek metode je opisan v poglavju Metode in materiali (3.2.6.2). 
 
Na sliki 19, v celičnem gojišču št. 1, kjer so bile celice transfecirane samo z DNA 
konstruktom ss:TagRFP:TEVs:KDEL ni vidne lise pri 27 kDa, ki bi ustrezala TagRFP. V 
celičnih gojiščih št. 2 in 3 kjer sta bila v celice transfecirana DNA konstrukta 
ss:TagRFP:TEVs:KDEL in ss:erTEVp:KDEL je vidna lisa pri velikosti nad 35 kDa, ki ne 
ustreza velikosti proteinu TagRFP (27 kDa). Intenziteta lise na nitrocelulozni membrani je 
odvisna od količine DNA konstruktov, ki so bili transfecirani v celice.  
 
 
Slika 19: Testiranje funkcionalnosti zadrževalnega zaporedja KDEL. V celičnem gojišču št. 1 kjer so bile 
celice transfecirane samo z DNA konstruktom TagRFP:TEVs:KDEL ni vidne lise pri 27 kDa. V celičnem 
gojišču št. 2 in 3 kjer so bile celice transfecirane z DNA konstruktoma ss:TagRFP:TEVs:KDEL in 
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4.3.2 Zadrževanje proteinov na membrani endoplazmatskega retikuluma 
 
4.3.2.1 Preverjanje lokalizacije 
 
Za transmembranske proteine je poleg signalnega zaporedja, ki omogoči vstop proteina v 
ER potrebna še transmembranska domena, ki zagotovi lokalizacijo proteina v membrani. Z 
uporabo konfokalne mikroskopije smo preverili funkcionalnost signalnega zaporedja ter 
transmembranske domene. 
 
V celice HEK293T smo prehodno transfecirali DNA konstrukt ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs 
in naslednji dan z uporabo konfokalne mikroskopije preverili izražanje ter določili 
lokalizacijo TagRFP. Na sliki 20 je fluorescenca proteina TagRFP:FURs:TD:TEVs vidna 
okoli jedra ter okoli celice. 
 
Slika 20: Preverjanje lokalizacije reporterskega proteina s transmembransko domeno, brez zadrževalnega 
zaporedja. a) Shemstski prikaz poročevalskega proteina ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs brez zadrževalnega 
zaporedja kar proteinu omogoča, da zapusti ER in preide na celično membrano. b) Mikroskopska slika celic 
transfeciranih z DNA konstruktom ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs. Na sliki je vidna fluorescenca proteina 
TagRFP:FURs:TD:TEVs okoli jedra ter okoli celice. 
 
4.3.2.2 Testiranje funkcionalnosti zadrževalnega zaporedja KKMP 
 
Zadrževanje proteina na membrani ER smo želeli doseči s C-terminalnim dodatkom 
zadrževalnega zaporedja KKMP. Funkcionalnost slednjega smo preverili s konfokalno 
mikroskopijo. V celice HEK293T smo prehodno transfecirali DNA konstrukt 
ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs:KKMP ter naslednji dan z uporabo konfokalne mikroskopije 
preverili izražanje ter določili lokalizacijo proteina TagRFP. Na sliki 21 je fluorescenca 
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Slika 21: Preverjanje lokalizacije poročevalskega proteina s transmembransko domeno in zadrževalnim 
zaporedjem KKMP. a) Shematski prikaz poročevalskega proteina TagRFP:FURs:TD:TEVs:KKMP z 
zadrževalnim zaporedjem, kar proteinu omogoča, da se zadržuje na membrani ER. b) Mikroskopska slika 
celic transfeciranih s konstruktom ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs:KKMP. Na sliki je vidna fluorescenca 
proteina TagRFP:FURs:TD:TEVs:KKMP le okoli jedra. 
 
Poročevalskem proteinu brez zadrževalnega zaporedja je omogočen transport v 
zunajcelični prostor vendar je ta še vedno vezan na transmembransko domeno zato mora 
biti v celici prisoten mehanizem za odcepitev proteina s slednje. V ta namen smo izkoristili 
lastnost proteaze furin, ki je aktivna le v trans-GA. Med poročevalski protein TagRFP ter 
transmembransko domeno smo vstavili prepoznavno mesto za proteazo furin  (FURs). 
Sledilo je preverjanje funkcionalnosti furinske proteaze ter prepoznavnega mesta FURs in 
s tem izločanja poročevalskega proteina iz celic. 
 
V celice HEK293T smo v prvem primeru prehodno transfecirali DNA konstrukt 
ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs:KKMP, v drugem pa ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs. Dva dni po 
prehodni transfekciji smo iz celičnega gojišča izolirali proteine z metodo obarjanja s 
hladnim metanolom ter jih ločili po velikosti z uporabo poliakrilamidne gelske 
elektroforeze. Ker TagRFP vsebuje proteinski označevalec AU1, smo proteine s prenosom 
Western detektirali s specifičnimi protitelesi. 
 
Na sliki 22, v primeru gojišča celic, ki so bile transfecirane z DNA konstruktom 
ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs:KKMP (vzorec št. 1) ni vidne lise pri velikosti 27 kDa  
(velikost TagRFP). V gojišču celic, ki so bile transfecirane z DNA konstruktom 
ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs (vzorec št. 3) je vidna lisa pri velikosti nad 35 kDa, kar ne 
ustreza teoretični velikosti proteina TagFRP (27 kDa). Naša hipoteza je bila, da se protein 
TagRFP v ER glikozilira. Glikozilacija proteinov vpliva na detektirano velikost. Hipotezo 
o glikozilaciji proteina TagRFP smo preverili z uporabo encima N-glikozidaza, ki cepi vez 
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V gojišču celic, transfeciranih s konstruktom ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs, kjer smo 
proteine po izolaciji obdelali z N-glikozidazo  (PNGase F, vzorec št. 2) je vidna lisa, ki leži 
nižje kot v primeru vzorca št. 3, pri velikosti cca. 30 kDa in ustreza velikosti 
neglikoziliranega proteina TagRFP. 
 
 
Slika 22: Testiranje funkcionalnosti zadrževalnega zaporedja KKMP. V celičnem gojišču št. 1, kjer so bile 
celice transfecirane z DNA konstruktom ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs:KKMP ni vidne lise pri velikosti 27 
kDa. Celično gojišče št. 2 kjer so bile celice transfecirane z DNA konstruktom ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs 
smo po izolaciji proteinov te tretirali z N-glikozilazo. Detektirana lisa je vidna pri velikosti cca. 30 kDa. V 
celičnem gojišču št. 3 kjer so bile celice transfecirane z DNA konstruktom ss:TagRFP:FURs:TD:TEVs je lisa 
vidna pri velikosti nad 35 kDa.     
 
4.4 TESTIRANJE DIMERIZACIJSKIH DOMEN FKBP/FRB IN ABI/PYL ZA 
REKONSTITUCIJO RAZCEPLJENE PROTEAZE TEVp 
 
4.4.1 Aktivnost razcepljene proteaze TEVp po rekonstituciji 
 
Da bi dosegli inducibilno, od proteolize odvisno izločanje proteinov smo pripravili 
proteazo TEVp, katere aktivnost je mogoče regulirati z majhnimi molekulami. V ta namen 
smo uporabili razcepljeno proteazo TEVp ter kemijsko inducibilne dimerizacijske domene. 
Zanimalo nas je ali lahko preko domen FKBP/FRB ter ABI/PYL spojenih na cTEVp in 
nTEVp pripravimo inducibilno proteazo, katere aktivnost bi bila odvisna od dodatka 
rapamicina oziroma ABA. S prehodno transfekcijo smo v celice HEK293T vnesli 
poročevalski plazmid cycLuc s cepitvenim mestom za proteazo TEVp, ter kombinacijo 
DNA konstruktov FKBP:cTEVp/FRB:nTEVp ali ABI:cTEVp/PYL:nTEVp . Naslednji dan 
smo k celicam dodali induktor rapamicin oziroma ABA ter čez 24 ur z metodo merjenja 
luciferazne aktivnosti (poglavje 3.2.5), posredno preverili uspešnost aktivacije razcepljene 





*TagRFP  (27 kDa) 
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FKBP:cTEVp/FRB:nTEVp ter ABI:cTEVp/PYL:nTEVp, pri različnih koncentracijah 
rapamicina oziroma ABA. 
 
Iz rezultatov na grafu (slika 23) je razvidno, da ob dodatku rapamicina oziroma ABA pride 
do aktivacije poročevalskega proteina cycLuc, kar lahko odčitamo kot povišane vrednosti 
RLE. V primeru indukcije z rapamicinom smo izmerili do 212x povečanje aktivnosti v 
primerjavi med induciranimi in neinduciranimi celicami. V primeru indukcije z ABA pa je 
bil najvišji faktor povečanja aktivnosti 59. CycLuc je ciklično permutirana luciferaza, ki 
postane aktivna ob proteolitski cepitvi  (podroben opis v poglavju 3.2.5). Luciferazna 
aktivnost je odvisna od količine transfeciranih konstruktov FKBP:cTEVp/FRB:nTEVp ali 
ABI:cTEVp/PYL:nTEVp ter od koncentracije dodanega induktorja.  
 
 
Slika 23: Testiranje rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp z uporabo dimerizacijskih domen FKBP/FRB 
in ABI/PYL. Testirali smo različne količine razcepljene proteaze TEVp z različnimi koncentracijami 
rapamicina oziroma ABA. Rekonstitucijo proteaze TEVp smo določali posredno z aktivacijo poročevalca 
cycLuc. Nad stolpci je prikazan faktor povečanja luminiscence induciranih celic v primerjavi z 
neinduciranimi celicami. 
 
4.4.2 Kinetika rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp 
 
Naš cilj je bila priprava sistema s hitrim odzivom pri katerem je zelo pomembna hitrost  
procesiranja vhodnega signala. Zanimala nas je kinetika rekonstitucije razcepljene proteaze 
TEVp, oziroma kako hitro po dodatku induktorja se povrne aktivnost razcepljeni proteazi 
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4.4.2.1 Kinetika rekonstitucije razcepljne proteaze TEVp z rapamicin inducibilnimi 
dimerizacijskimi domenami FKBP/FRB  
 
V celice HEK293T smo prehodno transfecirali poročevalski plazmid cycLuc s cepitvenim 
mestom za proteazo TEVp, ter konstrukta FKBP:cTEVp in FRB:nTEVp. Naslednji dan 
smo k celicam dodali induktor rapamicin ter v časovnih presledkih merili luciferazno 
aktivnost v posameznih vzorcih. Testirali smo različne količine DNA konstruktov z 
različnimi koncentracijami rapamicina. Rezultati na sliki 24 kažejo na povišano vrednost 
luciferazne aktivnosti že 15 min po indukciji z rapamicinom, ki narašča s časom, s količino 
transfeciranih DNA konstruktov FKBP:cTEVp in FRB:nTEVp ter s koncentracijo 
dodanega rapamicina. Skozi čas se pri najvišji koncentraciji rapamicina luciferazna 
aktivnost v primerjavi s srednjo koncentracijo zmanjša. Koncentracija 10 µM je lahko 
toksična saj se rapamicin veže na mTOR in deluje imunosupresivno. 
 
 
Slika 24: Kinetika rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp z dimerizacijskima domenama FKBP/FRB. 
Kinetika določena z merjenjem luciferazne aktivnost v štirih časovnih točkah po dodatku induktorja. Testirali 
smo različne količine razcepljene proteaze TEVp, spojene z domenama FKBP/FRB z različnimi 
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Neinducirano 
1 µM Rapamicin 
3 µM Rapamicin 
10 µM Rapamicin 
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4.4.2.2 Kinetika rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp z ABA inducibilnimi 
dimerizacijskimi domenami ABI/PYL 
 
Za določevanje kinetike rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp z dimerizacijskima 
domenama ABI/PYL smo s prehodno transfekcijo v celice HEK293T vnesli poročevalski 
plazmid cycLuc s cepitvenim mestom za proteazo TEVp, ter konstrukta ABI:cTEVp in 
PYL:nTEVp. Naslednji dan smo k celicam dodali induktor ABA ter v časovnih presledkih 
merili luciferazno aktivnost v posameznih vzorcih. Testirali smo različne količine DNA 
konstruktov z različnimi koncentracijami rapamicina. Rezultati na sliki 25 kažejo na 
povišano vrednost luciferazne aktivnosti že 15 min po indukciji z ABA, ki narašča s 
časom, s količino transfeciranih DNA konstruktov ABI:cTEVp in PYL:nTEVp ter s 
koncentracijo dodane ABA. Pri rekonstituciji razcepljene proteaze TEVp z domenama 
ABI/PYL je v sistemu prisotno rahlo puščanje. 
 
 
Slika 25: Kinetika rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp z dimerizacijskima domenama ABI/PYL 
Kinetika določena z merjenjem luciferazne aktivnost v štirih časovnih točkah po dodatku induktorja. Testirali 
smo različne količine razcepljene proteaze TEVp, spojene z domenama ABI/PYL z različnimi 
koncentracijami induktorja rapamicina ter preverjali vpliv na hitrost rekonstitucije proteaze TEVp. 
 
4.4.2.3 Primerjava kinetike rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp med FKBP/FRB in 
ABI/PYL 
 
Vzporedno nas je zanimala hitrost odziva obeh kemijsko inducibilnih dimerizacijskih 
domen za rekonstitucijo razcepljene proteaze TEV zato smo na istem grafu primerjali 
kinetiko izbranih vzorcev iz predhodnih dveh grafov (sliki 24 in 25). Rezultati kažejo 
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Slika 26: Primerjava kinetike rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp med dimerizacijskimi domenami 
FKBP/FRB in ABI/PYL. Iz grafov na slikah 24 in 25 smo primerjali izbrane količine DNA konstruktov 
FKBP:cTEVp/FRB:nTEVp in ABI:cTEVp/PYL:nTEVp za rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp in 
koncentracije induktorjev v posameznih časovnih točkah.   
 
4.5 INDUCIBILNO IZLOČANJE PROTEINOV IZ CELIC 
 
Z namenom pripraviti sistem, ki bo omogočal od proteolize odvisno inducibilno izločanje 
proteinov, smo združili uporabo mehanizma za zadrževanje proteinov v lumnu ER ali na 
membrani ER ter kemijsko inducibilno razcepljeno proteazo TEVp. Kombinatorično smo 
testirali zadrževanje proteinov v lumnu ter na membrani ER z obema kompletoma domen 
za rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp. 
  
4.5.1 Sistem za inducibilno izločanje proteinov z zadrževanjem na membrani 
endoplazmatskega retikuluma 
 
4.5.1.1 Z rapamicinom inducibilen sistem za izločanje proteinov 
 
Testirali smo inducibilno izločanje poročevalskega proteina iz membrane ER ob dodatku 
rapamicina. V celice HEK293T smo prehodno transfecirali DNA konstrukte 
ss:SEAP:FURs:TD:TEVs:KKMP ali ss:SEAP:FURs:TD:TEVs:KKYL in FKBP:cTEV ter 
FRB:nTEVp. En dan po transfekciji smo k celicam dodali rapamicin ter čez 24 ur v 
celičnem gojišču pomerili aktivnost poročevalskega proteina SEAP (Poglavje 3.2.8). 
Testirali smo različne količine DNA konstruktov za rekonstitucijo razcepljene proteaze 















Čas po indukciji 
ABI:cTEVp / PYL:nTEVp 20 ng     
100 μM ABA 
FKBP:cTEVp / FRB:nTEVp 50 ng 
3 µM Rapamicin 
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Na sliki 27 so prikazane vrednosti absorbance pri 630 nm, kar ustreza aktivnosti 
poročevalskega proteina SEAP. Vrednosti absorbance so rahlo povišane pri vzorcih, kjer je 
bil dodan rapamicin in  naraščajo s količino DNA konstruktov dimerizacijskih domen 
FKBP/FRB za rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp. 
 
 
Slika 27: Testiranje inducibilnega izločanja poročevalskega proteina z uporabo mehanizma za zadrževanje 
proteinov na membrani ER (zadrževalno zaporedje KKMP) in dimerizacijskih domen FKBP/FRB za 
rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp. Preverjali smo vpliv različnih količin poročevalca z zadrževanjem 
na membrani ER in dimerizacijskih domen FKBP/FRB za rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp, na 
inducibilnost izločanja ter primerjali količino izločenega poročevalca SEAP med induciranimi in 
neinduciranimi celicami. Količino izločenega poročevalskega proteina SEAP smo določali kvalitativno z  
merjenjem absorbance pri 630 nm. 
 
Graf na sliki 28 prikazuje vrednosti absorbance pri 630 nm za vzorce kjer smo uporabili 
mehanizem za zadrževanje proteinov na membrani ER z zadrževalnim zaporedjem KKYL 
in  dimerizacijske domene FKBP/FRB za rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp. Pri 
vzorcih induciranih z rapamicinom je vidna povišana vrednost absorbance pri 630 nm v 
primerjavi z neinduciranimi vzorci. Vrednosti absorbance naraščajo s količino DNA 
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Slika 28: Testiranje inducibilnega izločanja poročevalskega proteina z uporabo mehanizma za zadrževanje  
proteinov na membrani ER (zadrževalno zaporedje KKYL) in dimerizacijskih domen FKBP/FRB za 
rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp. Preverjali smo vpliv različnih količin poročevalca z zadrževanjem 
na membrani ER in dimerizacijskih domen za rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp, na inducibilnost 
izločanja ter primerjali količino izločenega poročevalca SEAP med induciranimi in neinduciranimi celicami. 
Količino izločenega poročevalskega proteina SEAP smo določali kvalitativno z  merjenjem absorbance pri 
630 nm. 
 
4.5.1.2 Z abscizinsko kislino inducibilen sistem za izločanje proteinov 
 
Zanimalo nas je ali lahko dosežemo inducibilno izločanje poročevalskega proteina tudi ob 
dodatku ABA. V celice HEK293T smo prehodno transfecirali DNA konstrukte 
ss:SEAP:FURs:TD:TEVs:KKYL in ABI:cTEV ter PYL:nTEVp. En dan po transfekciji 
smo k celicam dodali induktor ABA ter čez 24 ur v celičnem gojišču pomerili aktivnost 
poročevalskega proteina SEAP. Testirali smo različne količine DNA konstruktov. 
 
Slika 29 prikazuje vrednosti absorbance pri 630 nm za vzorce kjer smo uporabili 
mehanizem za zadrževanje na membrani ER z zadrževalnim zaporedjem KKYL in  
dimerizacijske domene ABI/PYL za rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp. Pri vzorcih, 
induciranih z ABA je vidna povišana vrednost absorbance pri 630 nm v primerjavi z 
neinduciranimi vzorci. Vrednosti absorbance naraščajo s količino DNA konstruktov 
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Slika 29: Testiranje inducibilnega izločanja poročevalskega proteina z uporabo mehanizma za zadrževanje  
proteinov na membrani ER (zadrževalno zaporedje KKYL) in dimerizacijskih domen ABI/PYL za 
rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp. Preverjali smo vpliv različnih količin dimerizacijskih domen za 
rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp na inducibilnost izločanja ter primerjali količino izločenega 
poročevalca SEAP  med induciranimi in neinduciranimi celicami. Količino izločenega poročevalskega 
proteina SEAP smo določali kvalitativno z  merjenjem absorbance pri 630 nm. 
 
4.5.2 Sistem za inducibilno izločanje proteinov z zadrževanjem v lumnu 
endoplazmatskega retikuluma 
 
4.5.2.1 Z rapamicinom inducibilen sistem za izločanje proteinov 
 
Zanimalo nas je, če lahko pripravimo proteazo TEVp aktivno v sekretorni poti  (erTEVp) v 
obliki razcepljene proteaze, spojene s kemijsko inducibilnimi dimerizacijskimi domenami. 
Proteaza TEVp ter erTEVp se razlikujeta v aminokislinah na mestih 23, 130 in 171, v 
aktivnem mestu ter na mestih kjer so Wang in sod. (2006) razcepili proteazo TEVp pa sta 
si identični. Proteazo erTEVp smo v obliki razcepljene oblike pripravili podobno kot je 
opisano v Wang in sod. (2006), nerTEVp (ak 1-118) ter cerTEVp (ak 119-242). 
 
Najprej smo inducirano izločanje poročevalskega proteina SEAP iz lumna ER testirali z 
razcepljeno proteazo TEV aktivno v sekretorni poti (erTEVp) spojeno na domeni FKBP in 
FRB. V celice HEK293T smo prehodno transfecirali DNA konstrukte 
ss:SEAP:TEVs:KDEL in ss:FKBP:cerTEVp:KDEL ter ss:FRB:nerTEVp:KDEL. En dan 
po transfekciji smo k celicam dodali rapamicin ter čez 24 ur v celičnem gojišču pomerili 
aktivnost SEAP. Graf na sliki 30 prikazuje vrednosti absorbance pri 630 nm za vzorce kjer 
smo uporabili mehanizem za zadrževanje v lumnu ER z zadrževalnim zaporedjem KDEL 
in  dimerizacijske domene FKBP/FRB za rekonstitucijo razcepljene proteaze erTEVp. Pri 
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primerjavi z neinduciranimi vzorci. Vrednosti absorbance naraščajo s količino DNA 
konstrukta za poročevalski protein SEAP, ki se zadržuje v lumnu ER. 
 
 
Slika 30: Testiranje inducibilnega izločanja poročevalskega proteina z uporabo mehanizma za zadrževanje  
proteinov v lumnu ER (zadrževalno zaporedje KDEL) in dimerizacijskih domen FKBP/FRB za rekonstitucijo 
razcepljene proteaze erTEVp. Preverjali smo vpliv različnih količin poročevalca SEAP, ki se zadržuje v 
lumnu ER na inducibilnost izločanja ter primerjali količino izločenega poročevalca SEAP med induciranimi 
in neinduciranimi celicami. Nad stolpci je prikazan faktor povečanja absorbance induciranih celic v 
primerjavi z neinduciranimi celicami. Količino izločenega poročevalskega proteina SEAP smo določali 
kvalitativno z  merjenjem absorbance pri 630 nm. 
 
4.5.2.2 Z abscizinsko kislino inducibilen sistem 
 
Zanimalo nas je ali lahko z razcepljeno proteazo TEV aktivno v sekretorni poti (erTEVp) 
spojeno na domeni ABI in PYL prav tako induciramo izločanje poročevalskega proteina 
SEAP iz lumna ER. V celice HEK293T smo prehodno transfecirali DNA konstrukte 
ss:SEAP:TEVs:KDEL in ss:ABI:cerTEVp:KDEL ter ss:PYL:nerTEVp:KDEL. En dan po 
transfekciji smo k celicam dodali ABA ter čez 24 ur v celičnem gojišču pomerili aktivnost 
SEAP.  
 
Graf na sliki 31 prikazuje vrednosti absorbance pri 630 nm za vzorce kjer smo uporabili 
poročevalski protein SEAP z zadrževalnim zaporedjem KDEL in  dimerizacijske domene 
ABI/PYL za rekonstitucijo razcepljene proteaze erTEVp. Pri vzorcih induciranih z ABA ni 
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Slika 31: Testiranje inducibilnega izločanja poročevalskega proteina z uporabo mehanizma za zadrževanje  
proteinov v lumnu ER  (zadrževalno zaporedje KDEL) in dimerizacijskih domen ABI/PYL za rekonstitucijo 
razcepljene proteaze erTEVp. Preverjali smo vpliv različnih količin poročevalca SEAP, ki se zadržuje v 
lumnu ER na inducibilnost izločanja ter primerjali količino izločenega poročevalca SEAP med induciranimi 
in neinduciranimi celicami. Količino izločenega poročevalskega proteina SEAP smo določali kvalitativno z  
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4.6 KINETIKA SISTEMOV ZA INDUCIBILNO IZLOČANJE PROTEINOV 
 
Z namenom, definirati hitrost odziva sistema za inducibilno izločanje proteinov iz celic, 
smo za vsak posamezen sistem določili kinetiko izločanja oziroma kako hitro po dodatku 
induktorja k celicam v celičnem gojišču zaznamo izločen poročevalski protein SEAP. 
Kinetiko inducibilnega izločanja predstavljenih sistemov kontroliranih na nivoju post-
translacijskih modifikacij smo primerjali z inducibilno aktivacijo transkripcije 
poročevalskega proteina SEAP.  
 
4.6.1 Kinetika inducibilnega izločanja proteinov z aktivacijo transkripcije 
 
Hitrost izločanja proteinov iz sistemov kontroliranih na nivoju post-translacijskih 
modifikacij smo želeli primerjati s sistemom kontroliranim na nivoju transkripcije zato 
smo  morali določili kinetiko izločanja proteinov iz sistema z inducibilno aktivacijo 
transkripcije. 
 
V celice HEK293T smo prehodno transfecirali DNA konstrukte pMIN(sgRNAb)_SEAP 
ter dCas9:FKBP, FRB:VPR in pU6_sgRNAb. 36 ur po tranfekciji smo k celicam dodali 
rapamicin, ki preko dimerizacijskih domen FKBP/FRB omogoči združitev DNA vezavne 
domene in aktivacijske domene kar omogoči aktivacijo transkripcije poročevalskega 
proteina SEAP. Po dodatku smo v časovnih presledkih vzorčili celično gojišče, ter po 
končanem poskusu v celičnih gojiščih izmerili aktivnost SEAP. 
 
4.6.2 Kinetika inducibilnega izločanja iz sistema z zadrževanjem proteinov na 
membrani endoplazmatskega retikuluma 
 
4.6.2.1 Z rapamicinom inducibilen sistem 
 
V namen določanja kinetike izločanja iz sistema z uporabo mehanizma za zadrževanje 
poročevalskega proteina na membrani ER in rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp z 
dimerizacijskima domenama FKBPP/FRB smo v celice HEK293T prehodno transfecirali 
DNA konstrukte ss:SEAP:FURs:TD:TEVs:KKYL in FKBP:cTEVp ter FRB:nTEVp. 36 ur 
po transfekciji smo k celicam dodali rapamicin in v časovnih presledkih vzorčili celično 
gojišče. Po končanem poskusu smo v celičnih gojiščih izmerili aktivnost SEAP ter 
dobljene vrednosti primerjali z vrednostmi dobljenimi pri inducibilni aktivaciji 
transkripcije.  
 
Na sliki 32 je v vzorcih, kjer je bilo izločanje proteinov regulirano na nivoju post-
translacijskih modifikacij, vidno povišanje vrednosti absorbance 180 min po dodatku 
induktorja (temno modra črta), medtem, ko v sistemu reguliranemu na nivoju transkripcije, 
zaznamo povečanje absorbance 240 min po dodatku induktorja (oranžna črta).  
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Slika 32: Primerjava kinetike izločanja poročevalskega proteina med transkripcijsko in post-translacijsko 
(zadrževanje proteina na membrani ER, rekonstitucija razcepljene proteaze TEVp z dimerizacijskima 
domenama FKBP/FRB) reguliranima sistemoma. Količino izločenega poročevalskega proteina SEAP, v 
različnih časovnih točkah po dodatku induktorja smo določali kvalitativno z  merjenjem absorbance pri 630 
nm. 
 
4.6.2.2 Z abscizinsko kislino inducibilen sistem 
 
V namen določanja kinetike izločanja iz sistema z uporabo mehanizma za zadrževanje 
poročevalskega proteina na membrani ER in rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp z 
dimerizacijskima domenama ABI/PYL smo v celice HEK293T prehodno transfecirali 
DNA konstrukte ss:SEAP:FURs:TD:TEVs:KKYL ter ABI:cTEVp in PYL:nTEVp. 36 ur 
po transfekciji smo k celicam dodali ABA in v časovnih presledkih vzorčili celično 
gojišče. Po končanem poskusu smo v celičnih gojiščih izmerili aktivnost SEAP ter 
dobljene vrednosti primerjali z vrednostmi dobljenimi pri inducibilni aktivaciji 
transkripcije. 
 
Na sliki 33 je v vzorcih, kjer je bilo izločanje proteinov regulirano na nivoju post-
translacijskih modifikacij, vidno povišanje vrednosti absorbance 120 min po dodatku 
induktorja (temno zelena črta), medtem, ko pri sistemu reguliranemu na nivoju 

















Čas po indukciji [hh:mm:ss] 
FKBP:cTEVp / FRB:nTEVp - neinducirano 
FKBP:cTEVp / FRB:nTEVp - Rapamicin 3 μM 
dCas9:FKBP / FRB:VPR - Rapamicin 3 µM 
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Slika 33: Primerjava kinetike izločanja poročevalskega proteina med transkripcijsko in post-translacijsko 
(zadrževanje proteina na membrani ER, rekonstitucija razcepljene proteaze TEVp z dimerizacijskima 
domenama ABI/PYL) reguliranima sistemoma. Količino izločenega poročevalskega proteina SEAP, v 
različnih časovnih točkah po dodatku induktorja smo določali kvalitativno z  merjenjem absorbance pri 630 
nm. 
 
4.6.3 Kinetika inducibilnega izločanja iz sistema z zadrževanjem proteinov v lumnu 
endoplazmatskega retikuluma 
 
4.6.3.1 Z rapamicinom inducibilen sistem 
 
V namen določanja kinetike izločanja iz sistema z uporabo mehanizma za zadrževanje 
poročevalskega proteina v lumnu ER in rekonstitucijo razcepljene proteaze erTEVp z 
dimerizacijskima domenama FKBP/FRB smo v celice HEK293T prehodno transfecirali 
DNA konstrukte ss:SEAP:TEVs:KDEL in ss:FKBP:cTEVp:KDEL ter 
ss:FRB:nTEVp:KDEL. 36 ur po transfekciji smo k celicam dodali rapamicin in v časovnih 
presledkih vzorčili celično gojišče. Po končanem poskusu smo v celičnih gojiščih izmerili 
aktivnost SEAP ter dobljene vrednosti primerjali z vrednostmi dobljenimi pri inducibilni 
aktivaciji transkripcije. 
Na sliki 34 je v vzorcih, kjer je bilo izločanje proteinov regulirano na nivoju post-













Čas po indukciji [hh:mm:ss] 
ABI:cTEVp / PYL:nTEVp - neinducirano 
ABI:cTEVp / PYL:nTEVp - ABA 100 μM 
dCas9:FKBP / FRB:VPR - Rapamicin 3 μM 
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induktorja (temno modra črta), medtem, ko pri sistemu reguliranemu na nivoju 




Slika 34: Primerjava kinetike izločanja poročevalskega proteina med transkripcijsko in post-translacijsko 
(zadrževanje proteina v lumnu ER, rekonstitucija razcepljene proteaze erTEVp z dimerizacijskima 
domenama FKBP/FRB) reguliranima sistemoma. Količino izločenega poročevalskega proteina SEAP, v 






























Čas po indukciji [hh:mm:ss] 
FKBP:cTEVp / FRB:nTEVp - neinducirano 
FKBP:cTEVp / FRB:nTEVp - Rapamicin 3 µM 
dCas9:FKBP / FRB:VPR - Rapamicin 3 µM 
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Pri pripravi celic v terapevtske namene oziroma tako imenovanih živih zdravil se večinoma 
uporabljajo sistemi katerih kontrola temelji na uporabi naravnih ali sintetičnih 
transkripcijskih faktorjev, ki delujejo na nivoju regulacije transkripcije. Za takšne sisteme 
je značilno, da od sprejema signala, pretvorbe ter do končnega efekta, preteče precej časa. 
V primeru bolezni kot je diabetes, je uporaba takšnih sistemov omejena saj je odziv 
potreben v nekaj minutah po sprejemu signala.  
 
Dovršeno biološko napravo oziroma glukozno inducibilen transkripcijski sistem so izdelali 
Xie in sod. (2016). Napravo sestavlja integriran senzor za zaznavanje nivoja glukoze, ki se 
v odvisnosti od slednjega odzove s sintezo efektorskega proteina. Kljub dovršenem 
senzorju in hitrem procesiranje signala to ni dovolj za končni želen hiter učinek, saj je 
izhodni signal odvisen od sinteze efektorskega proteina, kar povzroči zamudo v odzivu. Pri 
aplikacijah, ki zahtevajo hiter odziv, imajo prednost sistemi kontrolirani na nivoju post-
translacijskih modifikacij, kjer ne prihaja do zamud pri procesiranju in odzivu. Pomembno 
je, da se signal čim hitreje pretvori v odziv, kar pomeni, da tak sistem ne sme temeljiti na 
sintezi efektorskega proteina. Umetni sistemi na osnovi izločanja predhodno sintetiziranih 
proteinov temeljijo na inducibilni razgradnji agregatov v lumnu ali na membrani ER. 
Rivera in sod. (2000) so pokazali sistem za izločanje proteinov iz ER, kjer so z uporabo 
agregacijskih domen vezanih na izbrani protein v lumnu ER tvorili agregate, ki so ob 
dodatku majhne molekule razpadli na posamezne proteine in se izločili iz celice. Podoben 
sistem so pripravili Chen in sod. (2013), in sicer so povzročili tvorbo agregatov na 
membrani ER z uporabo svetlobno občutljivega receptorja UVR8. Ob prisotnosti svetlobe 
so agregati razpadli na monomere ter nadaljevali sekretorno pot, vendar se niso izločili iz 
celice.  
 
Pomanjkljivost obeh zgoraj opisanih sistemov za inducibilno izločanje je v tem, da je 
indukcija odvisna od prisotnosti eksogene molekule oziroma fizikalnega signala kar 
pomeni da tak sistem ne more biti integriran v signalne poti celice, ki zaznavajo specifično 
stanje v celici. Idealen sistem za izločanje bi se moral odzvati na specifičen biokemijski 
signal, ki predstavlja določeno stanje v celici ali pa nastane kot posledica sintetičnih 
logičnih omrežij v celici. Poleg hitrega odziva, bi bila zelo zaželena lastnost sistema tudi 
sposobnost prekinitve izločanja v želenem trenutku. Kompatibilnost sistema z uporabo 
humanih proteinov s katerimi bi se izognili nepotrebnemu imunskemu odzivu pa bi še 
povečala primernost slednjega v klinične namene. 
 
Celica se je sposobna na dražljaje odzvati hitro. Primeri biokemijskih procesov, ki 
omogočajo hiter odziv sta proteoliza in fosforilacija. V magistrski nalogi smo z uporabo 
signalne poti na osnovi proteolize ter ideje o predhodno sintetiziranih proteinih pripravili 
sistem, ki se je na zunanje dražljaje sposoben odzvati hitro. Posnemali smo lastnosti 
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endogenih celičnih proteinov in na ta način omogočili zadrževanje v lumnu ER oziroma na 
membrani ER. Lokalizacija proteinov v celicah in zadrževanje v posameznih celičnih 
organelih je odvisna od lastnosti endogenih proteinov. Z upoštevanju slednjih, smo 
pripravili umetna mehanizma za zadrževanje poročevalskega proteina v lumnu ter na 
membrani ER. Zaporedje štirih ak KDEL na C-terminalnem koncu omogoči zadrževanje 
proteinov v lumnu ER, kar smo pokazali na primeru poročevalskega proteina TagRFP  
(slika 18) in potrdili tako s konfokalno mikroskopijo kot tudi z imunodetekcijo izločenih 
proteinov  (slika 19). Med poročevalski protein TagRFP ter zadrževalno zaporedje KDEL 
smo dodali cepitveno mesto za v sekretorni poti aktivno proteazo erTEVp, ter tako s 
proteolitsko cepitvijo zadrževalnega zaporedja KDEL omogočili izločanje poročevalskega 
proteina. S prenosom Western smo uspešno potrdili izločanje poročevalskega proteina 
TagRFP kot posledico proteolitske cepitve zadrževalnega zaporedja KDEL. Poleg 
proteinov, ki se zadržujejo v lumnu ER, se protein lahko zadrži tudi na membrani ER. 
Znano zadrževalno zaporedje, ki to omogoča je motiv štirih ak KKXX na C-terminalnem 
koncu, pri čemer so s kombinatornim iskanjem za najučinkovitejše zaporedje določili 
KKYL (Zerangue in sod., 2001). V magistrski nalogi smo testirali zadrževalni zaporedji 
KKMP ter KKYL tako, da smo poročevalskemu proteinu TagRFP dodali 
transmembransko domeno ter C-terminalno zadrževalno zaporedje, med njima pa 
cepitveno mesto za proteazo TEVs. Med TagRFP in transmembransko domeno smo 
vstavili štiri ponovitve cepitvenega mesta za proteazo furin (FURs) in s tem omogočili 
učinkovito cepitev z membrane. Lastnost proteaze furin, da je aktivna le v trans-GA, smo 
izkoristili v namen sprostitve poročevalskega proteina z membrane. S konfokalno 
mikroskopijo smo lokalizacijo poročevalskega proteina brez zadrževalnega zaporedja 
potrdili na celični membrani ter okoli jedra celice za katero sklepamo, da je membrana ER. 
Sklepamo, da zaradi visoke ekspresije ter nasičenosti s poročevalskim proteinom, proteaza 
furin ni sposobna prepoznati in cepiti vseh mest FURs. Vsi proteini se tako ne sprostijo iz 
celice, ampak se jih del prenese na celično membrano. V primeru dodanega zadrževalnega 
zaporedja KKMP/KKYL smo poročevalski protein detektirali le na membrani in v lumnu 
ER, ne pa na celični membrani in s tem potrdili funkcionalnost zadrževalnega zaporedja. 
Preverili smo tudi uspešnost cepitve proteaze furin v trans-GA, in sicer smo s prenosom 
Western detektirali proteine, ki so se izločili v gojišče. V primeru dodanega zadrževalnega 
zaporedja v gojišču nismo zaznali poročevalskega proteina, v gojišču celic, ki so izražale 
poročevalski protein brez zadrževalnega zaporedja smo detektirali protein pri velikost 35 
kDa. S čimer smo potrdili funkcionalnost cepitvenega mesta proteaze furin FURs ter 
izločanje poročevalskega proteina brez zadrževalnega zaporedja. Velikost detektiranega 
proteina pri 35 kDa se razlikuje od pričakovane velikosti TagRFP (27 kDa). Ker se 
TagRFP prenese v ER in pri izločanja potuje skozi sekretorno pot smo sklepali, da obstaja 
možnost glikozilacije proteina TagRFP. To smo preverili tako, da smo izolirane proteine iz 
gojišča celic, ki so izražale poročevalski protein TagRFP brez zaporedja KKMP in vitro 
obdelali z glikozidazo in na ta način odstranili pripete sladkorje. Pri vzorcu, obdelanim z 
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glikozidazo smo detektirali protein pri velikosti 27 kDa, kot je izračunana velikost 
poročevalskega proteina TagRFP. 
 
Namen dela je bil doseči nadzorovano, od proteolize odvisno izločanje poročevalskega 
proteina zato smo pripravili razcepljeno proteazo TEVp, spojeno z dimerizacijskimi 
domenami FKBP/FRB in ABI/PYL ter testirali rekonstitucijo. Dodatek induktorja, 
rapamicina oziroma abscizinske kisline, povzroči dimerizacijo obeh domen in s tem tudi 
obeh delov razcepljene proteaze TEVp, kar omogoča rekonstitucijo slednje. S 
poročevalcem ciklična luciferaza (cycLuc) smo pokazali uspešno, z induktorjem 
nadzorovano, rekonstitucijo proteaze TEVp preko domen FKBP/FRB in ABI/PYL. Pri 
pripravi sistema za hitro izločanje proteinov je pomembno, da po dodatku induktorja ne 
pride do zamude pri procesiranju signala. Del sistema, ki zaznava vhodni kemijski signal 
mora slednjega čim hitreje pretvorit v za celico razumljiv biokemijski signal. V ta namen 
smo določili hitrost rekonstitucije proteaze TEVp z dimerizacijskimi domenami 
FKBP/FRB in ABI/PYL ter primernost uporabe v sistemu za hitro izločanje. Z merjenjem 
luciferazne aktivnosti v štirih časovnih točkah po dodatku induktorja, smo posredno 
določili kinetiko rekonstitucije proteaze TEVp z dimerizacijskimi domenami FKBP/FRB 
in ABI/PYL. Rekonstitucija razcepljene proteaze TEVp, posredovana z rapamincinom 
oziroma abscizinsko kislino je zelo hitra saj smo povišano vrednost luciferazne aktivnosti v 
celičnih lizatih zaznali že 15 min po dodatku induktorja. S primerjavo kinetike 
rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp z domenami FKBP/FRB oziroma ABI/PYL smo 
ugotovili, da je v začetnih časovnih točkah po dodatku induktorja (do 2h) aktivnost TEVp 
po rekonstituciji z ABI/PYL višja. Sklepamo, da ABA v celice pride hitreje kar omogoči 
hitrejšo rekonstitucijo proteaze TEVp, prav tako ABA za celice ni toksična in smo lahko 
uporabili 33X večjo koncentracijo induktorja. S časoma lahko pride do razpada ABA, kar 
morda prispeva k nižji aktivnosti proteaze TEVp po rekonstituciji z ABI/PYL ali pa je 
afiniteta med FKBP/FRB višja kot med ABI/PYL. 
 
Za inducibilno izločanje proteinov iz lumna ER potrebujemo proteazo, aktivno v 
sekrecijski poti (erTEVp) v obliki razcepljene proteaze, katere aktivnost se po inducibilni 
dimerizaciji povrne. erTEVp do sedaj še ni bila pripravljena v obliki razcepljene proteaze. 
Razcepljena proteaza TEVp, ki so jo pripravili Wang in sod. (2006), ter erTEVp, se 
razlikujeta le v 3 ak. V aktivnem mestu ter na mestu, kjer so Wang in sod. (2006), razcepili 
proteazo TEVp pa sta identični. To smo izkoristili za pripravo razcepljene proteaze 
erTEVp. S spojitvijo razcepljene proteaze erTEVp na domeni FKBP/FRB, smo na primeru 
cepitve zadrževalnega zaporedja KDEL s poročevalskega proteina SEAP pokazali 
rekonstitucijo proteaze erTEVp znotraj ER. Kljub prenosu domen FKBP/FRB v ER, kjer 
sta izpostavljeni post-translacijskim modifikacijam kot sta N-glikozilacija in oksidacija 
cisteinov ti ostaneta aktivni in omogočita od rapamicina odvisno rekonstitucijo razcepljene 
proteaze erTEVp. Razcepljeno proteazo erTEVp smo spojili tudi na dimerizacijske 
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domene ABI/PYL, vendar nismo uspeli pokazati aktivnosti erTEVp po dodatku induktorja.  
Razlogov zakaj ne pride do rekonstitucije je lahko več:  
- Neučinkovit transport ABA preko membrane ER v lumen, kar pomeni, da je 
rekonstitucija proteaze erTEVp onemogočena.  
- Zaradi razlik v okolju lumna ER in citosola lahko pride v ER do sprememb v 
molekuli ABA, da se ta ne more vezati na PYL. To pomeni, da ne pride do 
interakcij ABI/PYL in posledično do rekonstitucije proteaze erTEVp. 
- Post-translacijske modifikacije (glikozilacija, oksidacija cisteinov) v lumnu ER 
lahko spremenijo eno izmed domen ABI/PYL. Posledica je lahko nezmožnost 
interakcij med slednjima in rekonstitucije proteaze erTEVp. 
 
Pri sistemu za inducibilno izločanje proteinov je pomembno, da je med ne-induciranimi ter 
induciranimi celicami čim večja razlika v količini izločenega proteina. V magistrski nalogi 
smo na primeru poročevalskega proteina SEAP pripravili sistem, ki omogoča inducirano 
izločanje predhodno sintetiziranih proteinov iz celice. To smo dosegli tako, da smo sklopili 
zadrževanje proteinov v lumnu ER ter na njegovi membrani z inducirano proteolitsko 
cepitvijo zadrževalnih zaporedij z dimerizacijo razcepljene proteaze TEVp oziroma 
erTEVp. Pri testiranju sistema za inducibilno izločanje z zadrževanjem proteinov na 
membrani ER in dimerizacijskimi domenami FKBP/FRB za rekonstitucijo proteaze TEVp 
smo v gojišču, z rapamicinom induciranih celic zaznali le rahlo povišane količine 
izločenega poročevalskega proteina SEAP v primerjavi z neinduciranimi celicami. Do 
majhnih razlik bi lahko prišlo zaradi neučinkovitega zadrževanja ali nespecifične 
rekonstitucije proteaze TEVp v odsotnosti rapamicina. Slednjo hipotezo smo ovrgli saj 
smo pri testiranju rekonstitucije (slika 23) v odsotnosti rapamicina dobili zanemarljive 
vrednosti RLE. Sklenili smo, da zadrževalno zaporedje KKMP ne omogoča učinkovitega 
zadrževanja poročevalskega proteina v celici in zato ni primerno za uporabo v sistemu, se 
je pa zadrževalno zaporedje KKYL izkazalo za veliko bolj učinkovito. Afiniteta vezave 
med zaporedjem KKYL in alfa ter beta podenoti proteinov COPI je večja kot v primeru 
KKMP. Z uporabo mehanizma za zadrževanje na membrani ER z zaporedjem KKYL in 
domen FKBP/FRB za rekonstitucijo proteaze TEVp, smo pokazali inducibilno izločanje 
proteinov na post-translacijskem nivoju. 
 
Cilj magistrskega dela je bil priprava inducibilnega sistema za izločanje proteinov 
kontroliranega na nivoju post-translacijskih modifikacij, ki bi omogočal hitrejše izločanje 
kot sistem kontroliran na ravni transkripcije. Spremljali in primerjali smo kinetiko naših 
sistemov za inducibilno izločanje proteinov, kontroliranih na nivoju post-translacijskih 
modifikacij ter kinetiko sistema kontroliranega na nivoju transkripcije. V ta namen smo 
uporabili umetni z rapamicinom inducibilen transkripcijski aktivator 
dCas9:FKBP/FRB:VPR. V sistemu z zadrževanjem proteinov na membrani ER in  z 
rapaminom inducibilno rekonstitucijo proteaze smo povečano izločanje proteinov iz celic 
zaznali 180 min po dodatku rapamicina (slika 32). Kadar je bilo z rapamicinom inducibilno 
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izločanje kontrolirano na nivoju transkripcije, smo poročevalski protein SEAP v gojišču 
zaznali šele po 4 h. Po predvidevanjih sistem kontroliran na nivoju post-translacijskih 
modifikacij omogoča hitrejše izločanje proteina, vendar smo pričakovali, da bomo 
povišano izločanje zaznali še prej. Z ABA inducibilen sistem za izločanje proteinov iz 
membrane ER omogoča še hitrejše izločanje kot sistem kontroliran z rapamicinom, saj smo 
v primeru uporabe abscizinske kisline zaznali povečano izločanje poročevalskega proteina 
SEAP 120 min po dodatku induktorja (slika 33). Predvidevamo, da do zamude v sistemu 
prihaja zaradi dodatnega procesiranja proteina v trans-GA s proteazo furin.  
 
Za najhitrejšega med vsemi sistemi kontroliranimi na nivoju post-translacijskih modifikacij 
se je izkazal sistem z zadrževanjem proteinov v lumnu ER in rekonstitucijo razcepljene 
proteaze erTEVp z domenama FKBP/FRB, kjer smo povišano izločanje zaznali že 45 min 
po dodatku induktorja (slika 34). Počasnejšo kinetiko izločanja iz sistema za zadrževanje 
proteinov na membrani ER pripisujemo dejstvu, da morata v tem primeru za uspešno 
izločanje poteči dve reakciji proteolize. Najprej se po indukciji razcepljene proteaze TEVp 
odcepi zadrževalno zaporedje KKXX (KKMP oziroma KKYL), ki ga od membrane ER 
ločijo tri ponovitve cepitvenega zaporedja TEVs. Hitrost rekonstitucije proteaze TEVp ne 
bi smela biti omejitev, lahko pa je vzrok premajhna oddaljenost cepitvenih mest TEVs kar 
lahko proteazi TEVp onemogoči dostop in neučinkovito odcepljanje zadrževalnega 
zaporedja. Po prenosu poročevalskega proteina iz ER sledi v trans-GA druga cepitev s 
proteazo furin, da se protein sprosti z membrane. Prvo možnost ozkega grla predstavljajo 
cepitvena mesta FURs, ki so postavljena blizu membrane kar onemogoča dostop proteazi 
furin. Druga možna omejitev je kapaciteta procesiranja s strani proteaze furin saj slednje 
nismo izražali pod močnim promotorjem ampak smo se zanašali na količino, ki je naravno 
prisotna v celicah. Za razliko od prejšnjega je v sistemu kjer poteka izločanje proteinov iz 
lumna ER, potrebna le proteolitična cepitev zadrževalnega zaporedja KDEL. 
Predvidevamo, da bi najhitrejše izločanje proteinov dosegli v sistemu z zadrževanjem 
proteinov v lumnu ER in rekonstitucije razcepljene proteaze erTEVp z domenama 
ABI/PYL, če bi bila le-ta funkcionalna v ER. Rekonstitucija proteaze TEVp z ABI/PYL 
poteče hitreje kar smo pokazali pri testiranju rekonstitucije proteaze TEVp na primeru 
cepitve poročevalca cycLuc. Kljub hitrejši rekonstituciji pa najverjetneje s sistemom ne bi 
dosegli znatno hitrejšega izločanja saj je ta omejen na čas v celici, ki je potreben, da se 
protein transportira iz lumna ER v zunajcelični prostor. Verjetno bi se lahko le približali 
mejni hitrosti izločanja. Kljub temu, da je v vseh sistemih kontroliranih na nivoju post-
translacijskih modifikacij mogoče zaznati izločene proteine tudi v ne-induciranih celicah, 
ima to v določenih aplikacije prednost tako, kot se npr. iz beta celic ves čas izloča bazalni 
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 Z dodatkom zadrževalnega zaporedja KDEL na poročevalski protein smo dosegli, 
da se slednji zadržuje v lumnu ER. 
 
 Z dodatkom zadrževalnega zaporedja KKXX (KKMP ali XXYL) na 
transmembranski poročevalski protein smo dosegli, da se slednji zadržuje na 
membrani ER. 
 
 Ugotovili smo, da je zadrževalno zaporedje KKYL bolj učinkovito pri zadrževanju 
transmembranskih proteinov od zaporedja KKMP. 
 
 Kot prvi smo pripravili razcepljeno, v sekretorni poti aktivno proteazo erTEVp, 
spojeno na dimerizacijske domene FKBP/FRB ter pokazali regulirano aktivnost na 
primeru inducibilnega izločanja proteinov iz lumna ER. 
 
 Z dodatkom majhne molekule (rapamicin ali ABA) nam je po rekonstituciji 
razcepljene proteaze TEVp uspelo odcepiti zadrževalno zaporedje in na ta način 
pripraviti sisteme za inducibilno izločanje proteinov. 
 
 Pripravili smo sisteme za inducibilno izločanje proteinov: 
- Z zadrževanjem proteinov v lumnu ER in rekonstitucijo razcepljene proteaze 
erTEVp z domenama FKBP/FRB. 
- Z zadrževanjem proteinov na membrani ER in rekonstitucijo razcepljene proteaze 
TEVp z domenami FKBP/FRB in ABI/PYL. 
 
 Z vsemi pripravljenimi sistemi kontroliranimi na nivoju post-translacijskih 
modifikacij smo dosegli hitrejše izločanje proteinov v primerjavi s sistemom, ki 
smo ga kontrolirali z inducibilnim transkripcijskim aktivatorjem oziroma na nivoju 
transkripcije. 
 
 Za najhitrejšega se je izkazal sistem z zadrževanjem proteinov v lumnu ER in 
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Vizija sintezne biologije so po meri pripravljeni biološki sistemi s specifičnimi funkcijami 
za nadzor katerih so potrebna sintezno-biološka orodja. Večina slednjih temelji na nivoju 
regulacije izražanja genov, kar predstavlja zamudo pri prenosu signala od gena preko 
mRNA do proteina. V primeru terapevtskih aplikacij, pri katerih je potreben hiter odziv, 
kot je diabetes je uporaba tako reguliranih sistemov omejena saj je odziv potreben v nekaj 
minutah po sprejemu signala. Slednji se mora čim hitreje pretvoriti v odziv, kar pomeni, da 
tak sistem ne sme temeljiti na sintezi efektorskega proteina.  Do danes pripravljeni, umetni 
sistemi na osnovi izločanja predhodno sintetiziranih proteinov temeljijo na inducibilni, z 
majhno molekulo ali svetlobo posredovani razgradnji agregatov v lumnu ali na membrani 
ER. V magistrskem delu smo pripravili sisteme, ki omogočajo hiter odziv po sprejemu 
signala iz okolja. S posnemanjem naravnih mehanizmov za zadrževanje proteinov v lumnu 
ali na membrani endoplazmatskega retikulum in uporabe kemijsko inducibilnih 
dimerizacijskih domen za rekonstitucijo razcepljene proteaze TEVp, smo pripravili 
sisteme, ki omogočajo inducibilno cepitev zadrževalnega zaporedja. Lokalizacijo in 
zadrževanje poročevalskih proteinov  smo potrdili s konfokalno mikroskopijo in prenosom 
Western. Da bi omogočili inducibilno cepitev zadrževalnega zaporedja, smo pripravili 
razcepljeno proteazo TEVp, ki smo jo spojili na kemijsko inducibilne dimerizacijske 
domene. Ob prisotnosti signala, ki je v našem primeru rapamicin ali ABA pride v sistemu, 
preko domen FKBP/FRB ali ABI/PYL do rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp. 
Uspešnost rekonstitucije, razcepljene proteaze TEVp smo pokazali s cepitvijo poročevalca 
cycLuc. V inducibilnem sistemu za hitro izločanje proteinov pride po dodatku rapamicina 
ali ABA do rekonstitucije razcepljene proteaze TEVp. Slednja odcepi zadrževalno 
zaporedje v lumnu ali na membrani prisotnem poročevalskemu proteinu kar omogoči, da ta 
zapusti ER. Izločanje slednjega tako ne temelji na sintezi temveč na post-translacijskih 
modifikacijah, ki omogočijo izločanje iz celice. Inducibilnost in kinetiko izločanja smo 
določili z merjenjem aktivnosti poročevalskega proteina SEAP v gojišču celic. S 
pripravljenimi sistemi, kontroliranimi na post-translacijskem nivoju smo dosegli hitrejše 
izločanje poročevalskega proteina iz celic, kot v primeru regulacije transkripcije. Za 
najhitrejšega se je izkazal sistem z zadrževanjem poročevalskega proteina v lumnu ER in 
rekonstitucijo razcepljene proteaze erTEVp z domenama FKBP/FRB, katere aktivnost v 
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DNA konstrukti uporabljeni v magistrski nalogi 
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 Nukleotidna in aminokislinska zaporedja posameznih delov DNA konstruktov, ki so bili 
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Transmembranska domena (izhaja iz kompleksa poveazanega z B celičnim antigen 
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Nukleotidna zaporedja oligonukleotidnih začetnikov, ki so bili uporabljeni v magistrski 
nalogi 
 
Oznaka začetnega oligonukleotida Nukleotidno zaporedje 
EcoRI_SS-ABI_for 5'gcgcgaattcgccaccatggatatgagagtattggcgcagttgctgggacttctcct
cctctgcttccctggtgcccgatgtgagcagaa gctgatcagcgaggagg 3'  
EcoRI_SS-PYL_for 5'gcgcgaattcgccaccatggatatgagagtattggcgcagttgctgggacttctcct
cctctgcttccctggtgcccgatgtggtgggggc gcgccaactcaag 3' 
EcoRI_gB-TagRFP_for 5' gcgcgaattcgcggccgctctag 3' 
gB-TagRFP_BamHI_rev 5' tgagccggatccgcgcttctgtcg 3' 
gB-TagRFP_KDEL_XhoI_rev 5'ggggcacaaacttaatgacacttacagatacatcgaaaaagacgagctttaaactag
tgcgg ccgcctgcagctcgaggcgc 3' 















BamHI_CerTEVp_for 5' tggaaggatccggaagtaaaagcatgtcttctatggtcagtgacacg 3' 
BamHI_NerTEVp_for 5' caaagggatccggaagtggtgaaagcctttttaagggtccaagg 3' 
CerTEVp_KDEL_XhoI_rev 5'gcgcctcgagctgcaggcggccgcactagtttacaactcgtccttagagccgccca
gatcctcctcgctgatcagcttctgctcttcga gaccccctccttcgttcataag 3' 
EcoRI_SS_DmrA_for 5'gcgcgaattcgcggccgctctagagccaccatggatatgagagtattggcgcagtt
gctgggacttctcctcctctgcttccctggtgcccgatgtggcggctctggagtgcaag
tggaaaccatctccc 3' 
EcoRI_SS_DmrC_for 5'gcgcgaattcgcggccgctctagagccaccatggatatgagagtattggcgcagtt
gctgggacttctcctcctctgcttccctggtgcccgatgtgagcagaagctgatcagcg
aggaggatctgggctctggcatcctctggcatgagatgtggcatg 3' 
NerTEVp_KDEL_XhoI_rev 5'gcgcctcgagctgcaggcggccgcactagtttacaactcgtccttgccgctgccag
tctggaagttggtcgtaaccaagcatatc 3' 
 
 
